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Yksikesäistä nuorempien kalojen, etenkin vastakuoriutuneiden poikasten, istutusten 
tuloksellisuus on ollut pitkään esimerkiksi Pohjanlahden siikakantojen hoidon 
ratkaisemattomia kysymyksiä, sillä käytössä ei ole ollut pienpoikasille soveltuvaa 
merkintämenetelmää (Niva ym. 2003). Suomessa käytössä olevien massamerkintä-
menetelmien, kuten kuonomerkinnän, kuumapolttomerkinnän, Panjet-laitteella 
tatuoinnin tai ruiskuvärjäyksen, rajoituksena tässä suhteessa on ollut se, että kalojen on 
oltava merkittäessä riittävän kookkaita, yleensä vähintään 3-5 cm:n mittaisia tai 
kesänvanhoja, joten menetelmiä ei voida soveltaa kaikkein pienimpien poikasten 
merkinnässä (Tsukamoto 1995, Friman ym. 1999). Lisäksi suurten poikasmäärien 
merkitseminen näillä menetelmillä ei ole rutiininomaisesti mahdollista tai taloudelli-
sesti mielekästä, sillä merkintä edellyttää yleensä satojentuhansien tai miljoonien 
poikasten käsittelyä lyhyen ajan sisällä. Ratkaisuksi pienpoikasten ja myös vielä 
mätimunassa olevien alkioiden merkitsemiseksi on kehitetty erilaisia otoliitin käsitte-
lyyn perustuvia menetelmiä, joissa haluttu merkki saadaan aikaan joko fysikaalisin tai 
kemiallisin keinoin (Secor ja Houde 1995, Tsukamoto 1995). 
Otoliittien merkinnässä on käytetty useita fysikaalisia ja kemiallisia menetelmiä, kuten 
otoliitin vuorokautisten kasvuvyöhykkeiden muodostumisnopeuteen vaikuttavaa 
merkintää lämpötilaa tai valojaksoa vaihtelemalla, radioisotooppimerkintää stron-
tiumilla (85Sr), kalsiumin ja merkkiaineen pitoisuuksien suhteeseen perustuvaa 
alkuainemerkintää strontiumilla (Sr) ja eräillä luonnossa harvinaisina esiintyvillä 
lantanideilla (La, Ce) sekä kalan Ca-aineenvaihdunnan mukana otoliittiin kertyviä 
fluoresoivia kemikaaleja (Folkvord ym. 1998, Thorrold ym. 2002). Fluoresoivilla 
kemikaaleilla merkintä tehdään joko kylvettämällä kaloja merkkiainepitoisessa 
vedessä, syöttämällä kaloille merkkiainetta sisältävää rehua tai injektoimalla aine 
suoraan kaloihin (Thomas ym. 1995). Merkintäkokeissa kaloja on merkitty yleisimmin 
tetrasykliinillä ja sen johdannaisilla, kuten oksitetrasykliinillä (OTC), kalseiinilla, 
alitsariinikompleksonilla (ALC) ja alitsariinipunainen S (ARS) -väriaineella (Thorrold 
ym. 2002). Näistä viimeksi mainitun suosio on kasvanut viime vuosina, sillä se on 
muita väriaineita edullisempi ja luottettavuudeltaan muita vastaava (Nagiec ym. 1995, 
Beckman ja Schulz 1996, Makkonen ja Pursiainen 1997). Fluoresoivia merkkiaineita 
on käytetty mm. istutettujen ja luonnonkalojen välisten kasvuerojen (Nagata ym. 
1995) ja kalanpoikasten levittäytymisen tutkimisessa (Nagata ja Irvine 1997), 
istutusten tuloksellisuuden ja kalakantojen vahvistamisen arvioimisessa (Tsukamoto 
1995, Eckmann ym. 1998, Støttrup ym. 2002, Champigneulle ja Cachera 2003) sekä 
myös otoliittien vuorokausirenkaiden ja vuosirenkaiden muodostumisen 
validoimisessa (Vigliola 1997, Villanueva ja Molí 1997, Al-Husaini ym. 2001). 
Lämpötilamerkintä on Pohjois-Amerikassa rutiinikäytössä useiden tyynenmeren-
lohilajien (Oncorhynchus sp.) poikasten merkinnässä (Volk ym. 1999, Blick ja Hagen 
2002). Fluoresoivia merkkiaineita (OTC) puolestaan käytetään vastaavasti ainakin 
valkosilmäkuhan (Sander vitreus (Mitchill)) merkinnässä (Fielder 2002). Fluore-
soivilla merkkiaineilla on lisäksi tehty laajamittaisia istutuskokeita mm. Japanissa 
(Tsukamoto 1995), Puolassa (Nagiec ym. 1995), Ranskassa (Champigneulle ja 
Cachera 2003), Saksassa (Eckmann ym. 1998) ja Tanskassa (Støttrup ym. 2002). 
Suomessa otoliittien merkintä on toistaiseksi ollut kokeiluasteella. Fluoresoivista 
merkkiaineista ARS-väriaineella on kuitenkin jo tehty onnistuneita merkintäkokeita 
Saimaan nieriällä (Salvelinus alpinus (L.)) (Makkonen ja Pursiainen 1997) ja useilla 
muilla yleisesti istutettavilla lajeilla Riista- ja kalatalouden tutkimuslaitoksen (RKTL) 
kalanviljelylaitoksilla Enonkoskella, Inarissa, Kainuussa ja Taivalkoskella. Lämpö-
tilamerkintää ei ole vielä kokeiltu Suomessa, mutta esimerkiksi RKTL:n Taivalkosken 
kalanviljelylaitoksella on siihen edellytykset (Niva, henk.koht. tiedonanto). 
Fluoresoivien merkkiaineiden etuna pidetään sitä, että niillä voidaan merkitä kaloja jo 
yksilönkehityksen alkuvaiheessa (Thorrold ym. 2002). Eri lajeilla tehdyissä kokeissa 
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kaloja on merkitty onnistuneesti mädin hedelmöityksen yhteydessä, jolloin edellytyk-
senä on, että väriaine säilyy mätimunan sisällä siihen saakka, kunnes otoliitti alkaa 
muodostua (Ruhlé ja Winecki-Kühn 1992), alkioasteella mätimunassa (Rojas-Beltrán 
ym. 1995a, 1995b, 1998, Eckmann 2003), vastakuoriutuneina (Eckmann ym. 1998), 
ruskuaispussipoikasina (Brooks ym. 1994, Nagiec ym. 1995, Makkonen ja Pursiainen 
1997, Sánchez-Lamadrid 2001) sekä esikesäisinä ja kesänvanhoina poikasina (Thomas 
ym. 1995, Lagardère ym. 2000, Skov ym. 2001). Näin ollen fluoresoivilla 
merkkiaineilla voidaan merkitä kaloja kulloiseenkin tutkimustilanteeseen sopivassa 
iässä. 
Fluoresoivien aineiden sovellettavuuteen otoliittien merkinnässä liittyy kuitenkin myös 
ongelmia. Käyttöä ovat rajoittaneet mm. merkin havaitsemiseen tarvittava kallis 
erikoisvälineistö (fluoresenssimikroskooppi), merkin vaihteleva näkyvyys, mikä 
johtuu yhtäältä merkinnän mahdollisesta epäonnistumisesta aiheutuvien heikkojen 
merkkien vaikeasta erotettavuudesta ja toisaalta otoliiteissa luontaisesti esiintyvän 
autofluoresenssin häiritsevästä vaikutuksesta, sekä se, ettei merkkiä voida havaita 
ulkoisesti, vaan kalojen otoliitit on preparoitava erikseen mikroskopointia varten 
(Brooks ym. 1994, Makkonen ja Pursiainen 1997, Fielder 2002, Thorrold ym. 2002). 
Fluoresoivien merkkien tarkastelussa käytetään fluoresenssimikroskooppia, sillä 
merkkiä ei yleensä voida muuten saada näkyviin. Eräiden alitsariiniyhdisteillä (ALC, 
ARS) merkittyjen kalalajien otoliiteista merkki on kuitenkin onnistuttu havaitsemaan 
valomikroskoopillakin (Beckman ja Schulz 1996, Makkonen ja Pursiainen 1997), 
mutta merkin havaittavuuteen on toisaalta vaikuttanut myös käytetty merkkiaineen 
pitoisuus (Vigliola 1997). 
Fluoresenssimikroskopiassa näytettä tarkastellaan sen värjäyksessä käytetylle fluore-
soivalle merkkiaineelle sopivalla suotimella (Eskelinen ja Vääräniemi 1998). Koska 
valolähteenä käytetyn Hg-lampun lähettämän valon aallonpituusalue on hyvin laaja, 
näytteen viritykseen käytetystä säteilystä osa poistetaan eksitaatiosuotimella, joka 
päästää lävitseen vain merkkiaineen absorptiospektrin huippua vastaavat aallon-
pituudet. Viritinsäteily puolestaan erotetaan näytteen lähettämästä säteilystä sulku-
suotimien tai säteenjakajien avulla, jotka päästävät lävitseen vain merkkiaineen 
emissiospektrin huippua vastaavat tai sitä pidemmät aallonpituudet, jolloin näytteen 
fluoresoivat osat näkyvät kirkkaina kohteina tummaa taustaa vasten (Rost 1992). 
Eksitaatio- ja emissioaallonpituuksiltaan sopivien suotimien löytäminen otoliittien 
merkinnässä käytetyille merkkiaineille, kuten oksitetrasykliinille, on toisinaan ollut 
mm. autofluoresenssin häiritsevän vaikutuksen vuoksi vaikeaa, ja optimaalista yhdis-
telmää on jouduttu hakemaan kokeilemalla (Brooks ym. 1994; Brown, henk.koht. 
tiedonanto). Alitsariiniyhdisteillä merkittyjen kalojen otoliittien tarkastelussa on 
käytetty ainakin kahdenlaista suodintyyppiä, joista toinen vastaa eksitaatio- ja 
emissioaallonpituusalueiltaan alitsariinin vastaavia (Eckmann ym. 1998, Eckmann 
2003) ja toinen on niitä lyhytaaltoisempi (Nagiec ym. 1995, Lagardère ym. 2000). 
Kirjallisuudessa ei kuitenkaan ole mainittu perusteita sille, miksi erityyppisiä suotimia 
on käytetty, eikä suotimien ominaisuuksia ole vertailtu keskenään. 
Heikosti näkyvät merkit sekä otoliiteissa ilmenevä autofluoresenssi ovat myös 
hankaloittaneet fluoresoivilla aineilla merkittyjen otoliittien tulkintaa (Brooks ym. 
1994, Fielder 2002). Autofluoresenssilla (primääri fluoresenssi) tarkoitetaan useim-
missa kasvisolukoissa ja eläinkudoksissa UV-valossa säteilytettäessä ilmenevää 
luontaista fluoresenssia. Luontaisesti fluoresoivia substansseja ovat mm. kasvien 
klorofyllit ja ligniini sekä eläinten sidekudoksissa esiintyvät elastiinit ja kollageenit 
(Rost 1992). Autofluoresenssin spektri on yleensä laaja ja ulottuu suurimmalle osalla 
näkyvän valon aallonpituusaluetta, joten se näkyy myös useimmilla suotimilla ja voi 
siten alentaa tai jopa ehkäistä kokonaan fluoresoivien merkkiaineiden havaitsemista 
vähentämällä merkkiaineilla värjäytyneiden kohteiden tai rakenteiden kontrastia ja 
selvyyttä (Billington ja Knight 2001). Autofluoresenssi voi aiheuttaa ongelmia 
otoliittien tulkinnassa kahdella tavalla. Yhtäältä se vaikeuttaa heikkojen merkkien 
havaitsemista sekä toisaalta sen ja otoliitin optisten ominaisuuksien yhteisvaikutuk-
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sesta otoliittiin voi syntyä aitoa merkkiä muistuttava valemerkki (Fielder 2002). 
Fluoresoivilla värinaineilla tehdyissä merkintäkokeissa autofluoresenssin ongelmaa ei 
ole juurikaan käsitelty, sillä tutkimusten päämääränä on ollut optimaalisen merkki-
ainepitoisuuden selvittäminen, mitä yleensä on pidetty riittävänä kriteerinä merkin 
luotettavalle määrittämiselle. Rutiinitarkastelussa autofluoresenssin vaikutusta ei 
kuitenkaan voida sivuuttaa, sillä merkin laatu saattaa vaihdella huomattavasti merkin-
nän onnistumisesta riippuen, jolloin autofluoresenssista mahdollisesti aiheutuvien 
tulkintaongelmien merkitys korostuu. Näin ollen myös autofluoresenssin häiritsevää 
vaikutusta vähentävien menetelmien kehittäminen on oleellista otoliittien tulkinnan 
kannalta. 
Fluoresoivilla väriaineilla merkittyjen kalojen otoliitteja on preparoitu mikroskopointia 
varten käsin hiomalla, mikäli merkki ei ole ollut havaittavissa kokonaisesta otoliitista, 
mikä on aikaa vievä menetelmä, sillä yhden otoliitin käsittelyyn kuluu yleensä useita 
kymmeniä minuutteja (Nagiec ym. 1995, Lagardère ym. 2000; vrt. van der Walt ja 
Faragher 2002). Kalojen iänmäärityksessä käsin tehtyä katkaisua tai hiontaa on 
syrjäyttämässä ohuiden leikkeiden sahaaminen otoliiteista (Raitaniemi ym. 2000). 
Menetelmässä otoliitit kiinnitetään erityiseen valumuottiin, jolloin yhdellä kertaa 
voidaan käsitellä otoliittien koosta riippuen useita kymmeniä näytteitä. Tämä 
nopeuttaa huomattavasti otoliittien preparointia, mikä mahdollistaa kymmenien 
tuhansien otoliittien sahaamisen vuosittain, joten menetelmän edut ovat ilmeiset käsin 
tehtävään käsittelyyn verrattuna (Bedford 1983). Sahaamisen soveltuvuutta fluore-
soivilla väriaineilla merkittyjen otoliittien preparoimiseen ei kuitenkaan toistaiseksi 
ole selvitetty. 
Kalojen iänmäärityksessä määrittäjien tulkintojen yhtenevyyden vertailemiseksi ja 
tulkintavirheiden vinoumien selvittämiseksi on kehitetty useita tilastollisia ja graafisia 
menetelmiä (Chang 1982, Kimura ja Lyons 1991, Campana ym. 1995, Hoenig ym. 
1995, Campana 2001). Blick ja Hagen (2002) ovat kehittäneet tilastollisen mallin 
myös lämpötilamerkittyjen kalojen otoliiteista tehtyjen tulkintojen yhtenevyyden ja 
otoliittien luokittelun luotettavuuden mittaamiseksi. Sen sijaan vastaavista mittareista 
fluoresoivilla väriaineilla merkittyjen kalojen otoliittien tulkinnan osalta kirjallisuu-
dessa ei ole raportoitu. Autofluoresenssin ja mahdollisten valemerkkien esiintymisen 
sekä aitojen merkkien laadun ja havaittavuuden vaihtelun vuoksi on kuitenkin toden-
näköistä, että otoliittien tulkinta on altis määrittäjien kokemuksesta ja muista subjek-
tiivisista tekijöistä aiheutuville virheille. Samoin mm. käytetyt merkkiaine-
konsentraatiot ja kylvetysajat, kalojen merkintäikä sekä merkkien havainnoinnissa 
käytetyt välineet voivat vaikuttaa otoliittien tulkintaan (Brooks ym. 1994). Näin ollen 
myös merkin tulkittavuuteen vaikuttavien tekijöiden tutkiminen ja kvantifiointi on 
tärkeää merkintöjen luotettavuuden arvioimisessa. 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää 1) voidaanko ARS-merkki määrittää 
otoliitista luotettavasti fluoresenssimikroskopialla kahdella erilaisella suotimella ja 
millaisin kriteerein merkitty otoliitti tällöin voidaan erottaa merkitsemättömästä sekä 
soveltuuko myös valomikroskooppi ARS-merkin määrittämiseen, 2) soveltuuko oto-
liittien sahaaminen tarkkuusleikkurilla ohutleikkeeksi ARS-merkittyjen otoliittien 
preparoimiseen ja parantaako sahaaminen merkin havaittavuutta sekä 3) mitkä tekijät 
vaikuttavat ARS-merkin tulkintaan fluoresenssimikroskoopilla tilanteessa, jossa mää-
ritettävä aineisto sisältää tulkitsijoille tuntemattomassa suhteessa sekä merkittyjen että 
merkitsemättömien kalojen otoliitteja. 
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2. Aineisto ja menetelmät 
2.1. Otoliittien mikroskopointi ja tulkintatestit 
Tutkimusaineistona oli yhteensä 222 paria alitsariinipunainen S (ARS) -väriaineella 
merkittyjen nieriöiden (Salvelinus alpinus (L.)), harmaanieriöiden (Salvelinus 
namaycush (Walbaum)), järvilohien (Salmo salar m. sebago Girard), taimenten 
(Salmo trutta L.), siikojen (Coregonus sp.) ja kuhien (Sander lucioperca (L.)) samasta 
yksilöstä otettuja otoliitteja (sagitta) sekä kontrolleina 75 paria vastaavia merkitse-
mättömien kalojen otoliitteja. Kalat olivat peräisin RKTL:n kalanviljelylaitoksilta 
Inarista (harmaanieriä ja siiat sekä kahden viikon ikäisinä merkityt nieriät ja taimenet), 
Kainuusta (kuha) ja Enonkoskelta (järvilohi sekä kolmen kk:n ikäisinä merkityt nieriät 
ja taimenet). 
Merkityt kalat oli käsitelty kolmessa eri ARS-pitoisuudessa (50 mg l-1, 75 mg l-1, ja 
100 mg l-1) kolmea eri kylvetysaikaa (3 h, 4 h ja 6 h) käyttäen (taulukko 1). 
Merkintäikä oli 2 viikkoa, 2 kk tai 3 kk kuoriutumisesta. Otoliitit poistettiin sekä 
merkityistä että merkitsemättömistä kaloista niiden ollessa 0+ - 1+ -ikäisiä, lukuun 
ottamatta osaa kuhista, jotka olivat 3+ -ikäisiä. ARS-merkityt nieriät, harmaanieriät, 
järvilohet ja taimenet olivat keskipituudeltaan ja -painoltaan suurempia kuin 
merkitsemättömät yksilöt. Merkitsemättömät siiat puolestaan olivat vastaavasti hieman 
suurempia kuin ARS-merkityt. Merkittyjen ja merkitsemättömien kuhien ryhmässä 0+ 
-ikäiset kalat olivat kooltaan toisiaan vastaavia, mutta 3+ -ikäiset kontrollit olivat 
suurempia kuin ARS-merkityt kalat (taulukko 1). Kontrollien ja merkittyjen kalojen 
pituus- ja painoeroista johtuen myös otoliittien koko vaihteli lajeittain vastaavalla 
tavalla (vrt. Rojas-Beltrán ym. 1995a). Tutkimuksen aikana järjestetyssä sokkotestissä 
mahdollisuutta otoliittien tunnistamiseen koon perusteella merkityiksi tai 
merkitsemättömiksi vähennettiin satunnaistamalla otoliittien järjestys sekä 
sekoittamalla osittain eri lajien otoliitteja samoihin näytteisiin. 
Kustakin otoliittiparista yksi otoliitti jätettiin kokonaiseksi ja toinen sahattiin ohut-
leikkeeksi. Kokonaiset otoliitit kiinnitettiin satunnaistetussa järjestyksessä otoliitti-
vahalla (Crystalbond) 76×50 mm:n objektilaseille viiteen 6 otoliittia sisältävään riviin 
distaalinen puoli ylöspäin. Sahattaviksi valitut otoliitit asetettiin satunnaistetussa 
järjestyksessä tarkkuusvalumuottiin polyesterihartsipohjalle (Polyester Resin, Martins 
Plastics Limited) viiteen 5-16 otoliittia käsittävään riviin distaalinen puoli ylöspäin ja 
kohdistettiin poikittain ytimen eli nukleuksen mukaan ennalta määrätylle sahaus-
linjalle ristisiirtopöydän ja videokameran avulla. Tämän jälkeen muotti otoliitteineen 
valettiin umpeen polyesterihartsilla ja hartsin kovetuttua valukappaleista sahattiin 
jokaiselta riviltä 0,4 mm:n paksuinen leike tarkkuusleikkurilla (Struers Accutom 50, 
timanttiterä 433CA) siten, että otoliittien nukleus jäi näkyviin leikkeen pinnalle 
(Bedford 1983). Leikkeiden sahauspintaa ei käsitelty hiomalla tai kiillottamalla. 
Ohutleikkeet kiinnitettiin objektilaseille mikroskopointia varten. Merkittyjen ja 
merkitsemättömien otoliittien järjestys satunnaistettiin erikseen molemmissa käsit-
telyissä (kokonainen tai sahattu otoliitti) Microsoft Excel –taulukkolaskentaohjelmassa 
RAND-funktiolla. Tarkkuusleikkurissa käytettävän sahanterän jäähdytys- ja 
korroosionestoaineen (ADDUN) sekä polyesterihartsista sahauksessa syntyvän jätteen 
fluoresoivuus tutkittiin ennen sahausta. Kummankaan aineksen ei havaittu 
fluoresoivan, joten ne eivät kontaminoineet näytteitä. 
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Taulukko 1. Eri-ikäisinä sekä eri ARS-pitoisuuksissa (ARS) ja kylvetysajoilla 
merkittyjen kalojen ja kontrollien (kontr.) iät näytteenottohetkellä (Ikä), 
keskipituudet (RT-mitta), keskipainot ja määrät lajeittain (sd = keskihajonta). 
Kylvetys- Ikä Pituus Massa
aika (h) (v) ±  sd (mm) ±  sd  (g)
Nieriä 50 4 2 vk 0+ 098,4 ± 12,5 10,2 ± 03,4 5
75 3 3 kk 1+ 203,5 ± 20,0 96,0 ± 32,3 12
75 6 3 kk 1+ 196,4 ± 22,0 90,2 ± 30,9 14
100 4 2 vk 0+ 123,0 ± 18,2 11,5 ± 06,1 6
kontr. 0+ 089,6 ± 10,4 05,5 ± 01,6 8
yht. 45
Harmaanieriä 50 4 2 vk 0+ 108,6 ± 13,4 10,9 ± 03,9 5
75 3 3 kk 1+ 201,3 ± 30,7 93,8 ± 35,6 11
75 6 3 kk 1+ 182,3 ± 18,6 73,9 ± 27,2 12
100 4 2 vk 0+ 119,8 ± 04,5 12,0 ± 10,3 5
kontr. 0+ 105,0 ± 12,4 08,1 ± 02,6 10
yht. 43
Järvilohi 75 3 3 kk 1+ 144,2 ± 14,6 39,8 ± 10,7 12
75 6 3 kk 1+ 148,9 ± 13,8 43,5 ± 13,5 9
kontr. 1+ 107,5 ± 23,4 14,5 ± 10,7 10
yht. 31
Taimen 50 4 2 vk 0+ 077,5 ± 06,4 04,9 ± 01,3 6
75 3 3 kk 1+ 140,0 ± 16,8 37,7 ± 13,4 13
75 6 3 kk 1+ 140,7 ± 18,7 38,1 ± 15,9 11
100 4 2 vk 0+ 078,8 ± 05,3 04,8 ± 01,1 9
kontr. 0+ 067,4 ± 04,6 02,9 ± 00,6 8
yht. 47
Siika 50 4 2 vk 0+ 083,6 ± 07,7 04,1 ± 01,2 17
75 3 3 kk 1+ 073,3 ± 05,3 02,3 ± 01,2 7
75 6 3 kk 1+ 069,0 ± 04,2 01,9 ± 00,7 10
100 4 2 vk 0+ 093,4 ± 06,8 05,7 ± 01,5 11
kontr. 0+ 098,2 ± 12,8 05,8 ± 03,0 25
yht. 70
Kuha 75 4 2 kk 0+ 052,8 ± 03,5 00,6 ± 00,1 22
75 4 2 kk 3+ 160,6 ± 17,7 29,8 ± 10,0 25
kontr. 0+ 051,0 ± 01,7 01,0 ± 00,2 9
kontr. 3+ 186,0 ± 29,3 56,5 ± 32,7 5
yht. 61




ARS-merkin muoto ja väri sekä kokonaisissa että sahatuissa otoliiteissa tutkittiin 
stereofluoresenssimikroskoopin (Leica MZ FLIII) avulla 50×-100× suurennuksella 
käyttäen GFP2-suodinta (eksitaatiosuodin 480/40 nm, sulkusuodin 510 nm) ja G-
suodinta (eksitaatiosuodin 546/12 nm, sulkusuodin 590 nm). Osa sahatuista 
otoliiteista, joissa ARS-merkki näkyi heikosti tai ei ollenkaan 100× suurennuksella, 
tutkittiin fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss Axioplan II) 200×-400× suurennuksella 
FITC- (eksitaatiosuodin BP 450-490 nm, säteenjakaja FT 510 nm, emissio LP 515 nm) 
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ja Texas Red -suodinta (eksitaatiosuodin BP 530-585 nm, säteenjakaja FT 600 nm, 
emissio LP 615 nm) käyttäen. Molemmissa mikroskoopeissa UV-valolähteenä oli 100 
W:n Hg-lamppu. 
ARS-merkin laatua kokonaisissa ja sahatuissa otoliiteissa selvitettiin testillä (koe 1), 
jossa kaksi määrittäjää arvioi kolmiportaisella asteikolla (ei merkkiä, heikko merkki, 
selvä merkki) merkin havaittavuutta erikseen sekä GFP2- että G-suotimella. Testi 
tehtiin edellä mainitulla Leica-stereofluoresenssimikroskoopilla 100× suurennuksella. 
Testiaineistona käytettiin merkittyjen siikojen otoliittipareja (n = 45, taulukko 1), 
joissa oli sekä kahden viikon että kolmen kk:n ikäisinä ARS-pitoisuuksissa 50 mg l-1, 
75 mg l-1 ja 100 mg l-1 merkittyjä kaloja. Määrittäjillä oli jonkin verran kokemusta 
otoliittien käsittelystä, mutta ei alitsariinimerkin tulkinnasta. Ennen testiä kumpikin 
määrittäjä sai tutustua merkityistä otoliiteista UV-valossa otettuihin valokuviin. 
Määrittäjien tulkintatulokset yhdistettiin ja niistä laskettiin keskiarvot eri suotimilla 
tehdyille tulkinnoille sekä merkin laadun suhteelliset osuudet ARS-pitoisuuksittain 
kokonaisissa ja sahatuissa otoliiteissa GFP2- ja G-suotimella tarkasteltuna. Merkin 
laadun jakaumia eri ARS-pitoisuuksissa verrattiin Kruskalin-Wallisin testillä. 
ARS-merkin havaittavuutta ja sen tulkintaan vaikuttavia tekijöitä selvitettiin todellista 
määritystilannetta jäljittelevällä sokkotestillä (koe 2), jossa viisi määrittäjää tutki 
otoliittiaineiston fluoresenssimikroskoopilla. Määrittäjistä kaksi suoritti testin Norjassa 
(Norsk institutt for vannforskning, Trondheim) ja muut kolme määrittäjää tekivät 
testin Suomessa (Biotekniikan instituutti, Helsinki). Määrittäjät olivat perehtyneitä 
kalojen iänmääritykseen otoliiteista, mutta aikaisempaa kokemusta alitsariinimerkin 
tulkinnasta heillä ei ollut. Ennen sokkotestiä määrittäjät saivat tutustua merkityistä ja 
merkitsemättömistä otoliiteista UV-valossa otettuihin valokuviin. Sokkotestissä kukin 
määrittäjä kävi otoliittiaineiston läpi kerran. 
Norjassa sokkotestissä käytettiin UV-valolähteellä (100 W:n Hg-lamppu) varustettua 
valomikroskooppia (Zeiss Standard 16 Model), jossa oli Zeissin fluoresenssi-
suodinsarjat nro 9 (eksitaatiosuodin BP 450-490 nm, säteenjakaja FT 510 nm, emissio 
LP 515 nm) ja nro 15 (eksitaatiosuodin BP 546/12 nm, säteenjakaja FT 580 nm, 
emissio LP 590 nm). Suomessa sokkotestissä käytettiin edellä mainittua Leica-
stereofluoresenssimikroskooppia ja suotimia (GFP2 ja G), joiden aallonpituusalueet 
vastaavat Zeissin suodinsarjojen aallonpituusalueita. Alitsariinin eksitaatioaallonpituus 
on 530-550 nm ja emissioaallonpituus ≥ 580 nm (Folkvord ym. 1998), joita Leican G-
suotimen ja Zeissin suodinsarjan nro 15 aallonpituusalueet vastaavat täydellisesti. 
Testissä määrittäjät tarkastelivat otoliitteja mikroskoopin molemmilla suodintyypeillä 
100× suurennuksella. 
ARS-merkin havaittavuutta valomikroskopialla arvioitiin lisäksi testillä (koe 3), jossa 
kaksi määrittäjää tutki kokonaiset otoliitit preparointimikroskoopilla (Olympus SZ60) 
50×-100× suurennuksella ja sahatut otoliitit tutkimusmikroskoopilla (Olympus CK30) 
125× suurennuksella. Määrittäjillä oli kokemusta kalojen iänmäärityksestä otoliiteista, 
mutta ei ARS-merkin tulkinnasta. Määrittäjien tulkintatulokset yhdistettiin ja niistä 
laskettiin suhteelliset osuudet kokonaisista ja sahatuista otoliiteista tehtyjen oikeiden 
tulkintojen määrälle eri ARS-pitoisuuksissa. 
2.2. Logistinen regressioanalyysi 
Logistinen regressio on lineaarisen regression erityistyyppi, joka soveltuu tilanteisiin, 
joissa selitettävä muuttuja on dikotominen eli voi saada vain kahdenlaisia arvoja (0, 1) 
(Tabachnick ja Fidell 2001). Tässä tutkimuksessa logistisen regressioanalyysin avulla 
selvitettiin, mitkä tekijät vaikuttivat fluoresenssimikroskopialla tehdyssä sokkotestissä 
(koe 2) todennäköisyyteen määrittää otoliitti alitsariinilla merkityksi. Analyysissä 
tilastoyksikkönä oli määritystapahtuma (n = 2 970), selitettävänä muuttujana ARS-
merkin tulkinta (merkki on tai merkkiä ei ole) ja selittävinä muuttujina (kovariaatteina) 
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otoliitin merkintä (merkitsemätön tai merkitty), otoliitin käsittely (kokonainen tai 
sahattu) ARS-pitoisuus (0 mg l-1, 50 mg l-1, 75 mg l-1 tai 100 mg l-1), kylvetysaika (0 h, 
3 h, 4 h tai 6 h), laji (nieriä, harmaanieriä, järvilohi, taimen, siika tai kuha) ja 
määrittäjä (määrittäjä 1, 2, 3, 4 tai 5). Kaikki selittävät muuttujat määriteltiin 
analyysissä kategoriaalisiksi (luokitteluasteikollisiksi), jolloin muuttujien eri tasoja 
voitiin vertailla niiden referenssitasoon. Kunkin muuttujan referenssitasona oli 
muuttujan viimeinen luokka (otoliitin merkintä: merkitty, käsittely: sahattu, ARS-
pitoisuus: 100 mg l-1, kylvetysaika: 6 h, laji: kuha, määrittäjä: määrittäjä 5). Muuttujien 
luokittelusta johtuen ARS-pitoisuus- ja kylvetysaika -muuttujien vapausasteet (df = 3) 
vähenivät analyysissä yhdellä, jolloin kontrolleja vastaavat 0-tasot (0 mg l-1 ja 0 h) 
eivät tulleet mukaan analyysiin erillisinä tekijöinä, vaan ne sisällytettiin vakiotermiin. 
Selittävien muuttujien tilastollinen merkitsevyys tulkittiin Waldin testisuureen avulla. 
Mallin lineaarisuus testattiin Hosmerin ja Lemeshow’n yhteensopivuustestillä. 
Analyysin tulokset tulkittiin ristitulosuhteen (odds ratio) avulla mahdollisuutena 
(odds, vedonlyöntisuhde = todennäköisyys, että otoliitti määritettiin merkityksi 
jaettuna todennäköisyydellä, että otoliitti määritettiin merkitsemättömäksi) tulkita 
otoliitti merkityksi tai merkitsemättömäksi (merkitsemättömäksi tulkitsemisen 
ristitulosuhde voidaan ilmaista merkityksi tulkitsemisen ristitulosuhteen käänteis-
lukuna). Testin nollahypoteesina oli H0: Otoliitin merkintä, käsittely, alitsariini-
pitoisuus, kylvetysaika, laji ja määrittäjä eivät vaikuta todennäköisyyteen tulkita 
otoliitti merkityksi. Vastahypoteesina oli H1: Todennäköisyys tulkita otoliitti merki-
tyksi riippuu yhdestä tai useammasta kovariaatista. Riskitasona oli 5 % (α = 0,05). 





3.1. Otoliittien mikroskopointi ja tulkintatestit 
3.1.1. ARS-merkin muoto, väri ja laatu 
Kahden ja kolmen kuukauden ikäisinä merkittyjen kalojen kokonaisissa otoliiteissa 
ARS-väriaine näkyi leveänä renkaana nukleuksen ympärillä (kuva 1: a, b, c, f) ja 2 
viikon ikäisinä merkittyjen kalojen otoliiteissa pistemäisenä merkkinä nukleuksessa 
(kuva 1: d, e). Väriltään ARS-merkki oli oranssi tai keltainen GFP2-suotimella tarkas-
teltuna ja punainen G-suotimella tarkasteltuna. Vastaavasti sahatuissa otoliiteissa 
ARS-väriaine näkyi GFP2-suotimella oranssina tai keltaisena ja G-suotimella punai-
sena renkaana nukleuksen ympärillä (kuva 2: a-d, f) tai pistemäisenä merkkinä 
nukleuksessa (kuva 2: 1 e, 2 e). 
Kahden viikon ikäisinä merkittyjen nieriöiden, harmaanieriöiden ja taimenten 
sahatuissa otoliiteissa ARS-merkki oli yleensä selväpiirteinen merkintäajankohdan 
vuorokautista kasvuvyöhykettä vastaava ehjä rengas (kuva 2: 1 d). Samoin 2 kk:n ikäi-
sinä merkittyjen kuhien otoliiteissa ARS-merkki oli selväpiirteinen ja merkintäajan-
kohdan vuorokausirenkaan mukainen (kuva 2: 1 f, 2 f). Sen sijaan 3 kk:n ikäisinä 
merkittyjen kalojen otoliiteissa ARS-merkki näkyi useimmissa tapauksissa vaillinai-
sena renkaana. Erityisesti nieriän ja harmaanieriän, mutta osittain myös järvilohen ja 
taimenen, sahatuissa otoliiteissa merkin fluoresenssi oli voimakkaampaa otoliitin 
dorsaalisella puolella, jolloin merkki oli muodoltaan diffuusi ja ulottui useiden 
vuorokausirenkaiden yli (kuva 2: 2 a-c, otoliitin vasen puoli). Merkin raja oli kuitenkin 
yleensä selväpiirteinen joko nukleuksen tai sen vastakkaisella puolella riippuen siitä, 
kummalta puolen leikettä otoliittia tarkasteltiin (kuva 3). 
Sekä merkityissä että merkitsemättömissä otoliiteissa havaittiin myös autofluore-
senssia, joka näkyi voimakkuudeltaan vaihtelevana vihreänä (GFP2-suodin) tai punai-
sena (G-suodin) värinä otoliitin eri osissa (kuvat 1 ja 2). G-suotimella tarkasteltuna 
autofluoresenssin intensiteetti oli yleensä huomattavasti pienempi kuin GFP2-
suotimella tarkasteltuna. Autofluoresenssin voimakkuudessa oli eroja lajien välillä, 
mutta myös saman lajin eri yksilöiden välillä, mikä oli selvimmin havaittavissa 
sahatuissa otoliiteissa. Voimakkainta autofluoresenssi oli kuhan otoliiteissa, joissa se 
ilmeni intensiivisesti fluoresoivana diffuusina alueena otoliitin nukleuksessa ja sen 
ympärillä (kuva 4: 2). Merkityissä otoliiteissa ARS-merkki oli kuitenkin selvästi 
nukleuksen ulkopuolella, joten autofluoresenssi ei estänyt merkin havaitsemista. Myös 
osassa nieriän, harmaanieriän ja siian otoliitteja esiintyi voimakasta autofluoresenssia 
otoliitin nukleuksessa. Järvilohen ja taimenen otoliiteissa autofluoresenssi oli 
tutkitussa aineistossa vähäisintä. Joidenkin otoliittien pinnalla oli jäänteitä otoliittia 
suojaavasta kalvosta ja sisäkorvan kudoksista, jotka myös fluoresoivat voimakkaasti. 
Kudosjäänteet erottuivat kuitenkin erillisinä fluoresoivina kohteina kokonaisten 
otoliittien pinnalla, kun taas ARS-merkki sijaitsi selvästi otoliitin sisällä. Sahatuissa 
otoliiteissa kudosjäänteistä aiheutuva fluoresenssi näkyi aivan otoliitin ulkoreunassa, 
joten sekin oli erotettavissa helposti varsinaisesta otoliitin nukleuksessa tai sen 
ympärillä olevesta ARS-merkistä. 
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a                          b                        c
d                          e                        f
a                          b                        c
d                          e                        f
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Kuva 1. ARS-merkki kokonaisissa otoliiteissa kuvattuna GFP2-suotimella (1) 
ja G-suotimella (2) otoliitin distaaliselta puolelta. GFP2-suotimella tar-
kasteltuna ARS-väriaine näkyy oranssina tai keltaisena ja G-suotimella 
punaisena leveänä renkaana nukleuksen ympärillä (a, b, c, f) tai piste-
mäisenä merkkinä nukleuksessa (d, e). ARS-merkin sisä- tai ulkopuolinen 
vihreä (1) tai punainen (2) väri johtuu autofluoresenssista. Lajit: a) nieriä, 
merkintäikä (merk.) 3 kk, ARS-pitoisuus (kons.) 75 mg l-1, kylvetysaika 
(inkub.) 3 h, ikä 1+; b) harmaanieriä, merk. 3 kk, kons. 75 mg l-1, inkub. 3 h, 
ikä 1+; c) järvilohi, merk. 3 kk, kons. 75 mg l-1, inkub. 6 h, ikä 1+; d) taimen, 
merk. 2 viikkoa, kons. 100 mg l-1, inkub. 4 h, ikä 0+; e) siika, merk. 2 viikkoa, 
kons. 50 mg l-1, inkub. 4 h, ikä 0+; f) kuha, merk. 2 kk, kons. 75 mg l-1, inkub. 
4 h, ikä 3+. (Mittajanat 0,5 mm.) 
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e                                     f
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Kuva 2. ARS-merkki sahatuissa otoliiteissa kuvattuna GFP2-suotimella (1) ja 
G-suotimella (2). GFP2-suotimella tarkasteltuna ARS-väriaine näkyy 
oranssina tai keltaisena ja G-suotimella punaisena renkaana nukleuksen 
ympärillä (a-d, f) tai pistemäisenä merkkinä nukleuksessa (e). ARS-merkin 
sisä- tai ulkopuolinen vihreä (1) tai punainen (2) väri johtuu auto-
fluoresenssista. Lajit, merkintäiät, ARS-pitoisuudet, kylvetysajat ja iät kuten 












Kuva 3. Diffuusi ARS-merkki 3 kk:n ikäisenä merkittyjen kalojen nukleuksen 
() kautta sahatuissa otoliiteissa aiheutuu otoliitin ja siihen syntyneen ARS-
merkin (M) muodosta (a, vrt. kuva 1: 2 b) sekä siitä, että fluoresoiva väriaine 
kuultaa otoliitin läpi (b), jolloin merkissä havaitaan renkaan lisäksi myös 
epämääräisesti fluoresoiva alue ohutleikkeen (OL) pinnalla (c, d). Merkin 
reuna on teräväpiirteinen joko merkin ulkoreunalla (c, vrt. kuva 2: 2 b) tai 
sisäreunalla (d), riippuen siitä, kumpaa puolta ohutleikkeestä tarkastellaan. 
Otoliitin dorsaalinen puoli on kuvassa vasemmalla. 
 
Osassa 3 kk:n ikäisinä merkittyjen kalojen, erityisesti järvilohen ja taimenen, 
otoliitteja ARS-merkki ei ollut erotettavissa autofluoresenssista GFP2-suotimella 100× 
suurennuksella (kuva 4: 1 a), mutta G-suotimella merkki oli useimmiten selvästi 
havaittavissa (kuva 4: 1 b). ARS-merkin keltainen tai oranssi väri näkyi kuitenkin 
200×-400× suurennuksella FITC-suotimella, joka vastaa GFP2-suodinta. Ominai-
suuksiltaan G-suodinta lähellä olevalla Tex Red -suotimella heikoimmatkin ARS-
merkit olivat havaittavissa 200× suurennuksella. 
Tutkimusaineistossa sahattujen kontrollien joukossa oli yksi otoliitti (siika), jossa oli 
voimakkaasta autofluoresenssista ja vuorokausirenkaiden valoa taittavasta vaikutuk-
sesta aiheutuva aitoa ARS-merkkiä erehdyttävästi muistuttava rakenne otoliitin 
nukleuksessa. G-suotimella tätä valemerkkiä ei voinut värin perusteella erottaa aidosta 
merkistä, sillä sekä aito merkki että valemerkki näkyivät punaisena (kuva 5: b, d). Sen 
sijaan GFP2-suotimella tarkasteltuna valemerkki erottui selvästi aidosta, sillä siinä ei 
ollut havaittavissa ARS-merkille tyypillistä oranssia tai keltaista väriä (kuva 5: a, c). 
ARS-merkin havaittavuutta koskevassa sokkotestissä (koe 2) yksikään määrittäjistä ei 
kuitenkaan tulkinnut kyseistä otoliittia merkityksi (tosin kaksi määrittäjistä tulkitsi 
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Kuva 4. Kolmen kk:n ikäisenä merkityn taimenen (ikä 1+) sahattu otoliitti 
kuvattuna GFP2- ja G-suotimella (1). GFP2-suotimella heikko ARS-merkki ei 
erotu vihreästä autofluoresenssista (1 a), mutta G-suotimella osa 
alitsariinirenkaasta on selvästi havaittavissa (1 b). Kuhan (ikä 3+, kontrolli) 
sahatussa otoliitissa autofluoresenssi ilmenee diffuusina alueena otoliitin 
nukleuksessa (2) (kuvattu Tex Red -suotimella). Kasvuvyöhykkeiden 
rajapinnat taittavat valoa ja aiheuttavat vaihtelevasti fluoresoivia 
vyöhykkeitä otoliitin eri osissa (1 a, b; 2). (Mittajanat 0,2 mm.) 
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Kuva 5. Kahden viikon ikäisenä merkityn siian (ikä 0+) sahattu otoliitti (a, b) 
sekä merkitsemättömän siian (ikä 1) sahattu otoliitti (c,d) kuvattuna GFP2-
suotimella (a, c) ja G-suotimella (b, d). GFP2-suotimella tarkasteltuna mer-
kityn siian otoliitissa ARS-merkki näkyy keltaisena alueena otoliitin nukleuk-
sessa (a) ja autofluoresenssi vihreänä. Vastaavassa merkitsemättömän siian 
otoliitissa autofluoresenssi on voimakasta, mutta ARS-merkin tyypillistä 
keltaista tai oranssia väriä ei ole havaittavissa nukleuksessa (c). Sen sijaan 
G-suotimella tarkasteltuna merkitsemättömän siian otoliitin autofluoresens-
si ja kasvuvyöhykkeiden valoa taittava vaikutus saavat otoliitin nuk-
leuksessa aikaan alitsariinimerkkiä muistuttavan rakenteen (d), jota ei voi 




Kokeessa 1 ARS-merkin laadun havaittiin olevan siian otoliiteissa parempi G-
suotimella kuin GFP2-suotimella tarkasteltuna. Selväksi tai heikoksi merkiksi 
tulkittujen määritysten osuus sahattujen otoliittien kohdalla oli G-suotimella 99 % ja 
GFP2-suotimella 86 %, ja vastaavasti kokonaisten otoliittien kohdalla G-suotimella 90 
% ja GFP2-suotimella 67 %. 
ARS-merkki oli otoliitin käsittelystä riippumatta selvimmin havaittavissa molemmilla 
suodintyypeillä ARS-pitoisuudessa 50 mg l-1 merkittyjen siikojen otoliiteissa (kuva 6). 
GFP2-suotimella tarkasteltuna selvien merkkien suhteellinen osuus oli pienin sekä 
kokonaisissa että sahatuissa otoliiteissa ARS-pitoisuudessa 100 mg l-1. Sen sijaan G-
suotimella tarkasteltuna sahatuista otoliiteista selväksi merkiksi tulkittujen määritysten 
välillä ei ollut oleellista eroa eri ARS-pitoisuuksissa (kuva 6). Sahattujen otoliittien 
kohdalla havaitsemattomien merkkien osuudet GFP2-suotimella vastasivat 
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Kuva 6. Alitsariinimerkin havaittavuuden (selvä merkki, heikko merkki, ei 
merkkiä) osuudet ARS-pitoisuuksissa 50 mg l-1 (n = 17), 75 mg l-1 (n = 17) ja 
100 mg l-1 (n = 11) merkittyjen siikojen kokonaisissa ja sahatuissa 





Kokonaisten otoliittien kohdalla ARS-merkin laadun jakaumat poikkesivat tilastol-
lisesti merkitsevästi toisistaan eri ARS-pitoisuuksissa sekä GFP2-suotimella 
(Kruskalin-Wallisin testi, χ2 = 8,893, df = 2, P = 0,010) että G-suotimella (χ2 = 
18,098, df = 2, P < 0,001) tarkasteltuna. Sen sijaan sahattujen otoliittien kohdalla 
merkin laadun jakaumien välillä eri ARS-pitoisuuksissa ei ollut tilastollisesti merkit-
sevää eroa kummallakaan suotimella (Kruskalin-Wallisin testi, P > 0,05). 
Sahattujen otoliittien osalta määrittäjät olivat yksimielisiä merkin laadusta G-
suotimella 84 %:ssa ja GFP2-suotimella 67 %:ssa tulkinnoista sekä kokonaisista 
otoliiteista tehtyjen tulkintojen osalta vastaavasti 56 %:ssa ja 36 %:ssa tapauksista. 
Määrittäjien välillä ei ollut oleellista eroa sahatuista otoliiteista tehdyissä tulkinnoissa, 
joissa kumpikaan määrittäjä ei havainnut merkkiä GFP2- tai G-suotimella. Toinen 
määrittäjistä luokitteli kuitenkin keskimäärin 43 % tulkinnoista heikoksi merkiksi ja 
toinen vastaavasti 23 %, joten määrittäjien näkemykset merkin laadusta poikkesivat 
toisistaan. 
3.1.2. ARS-merkin tulkinta kokonaisista ja sahatuista otoliiteista 
Kokonaisista ja sahatuista otoliiteista tehtyjen tulkintojen välillä ei ollut keskimäärin 
oleellista eroa merkittyjen otoliittien kohdalla, mutta kontrollien osalta sahatuista 
otoliiteista tehtiin selvästi enemmän oikeita tulkintoja kuin kokonaisista (taulukko 2). 
Siian merkityistä otoliiteista tehtiin kuitenkin keskimäärin 9,8 %-yksikköä enemmän 
oikeita määrityksiä kokonaisista kuin sahatuista otoliiteista. Määrittäjät olivat yksi-
mielisiä kokonaisten kontrollien tulkinnasta 49 %:ssa ja merkittyjen 77 %:ssa tapauk-
sista sekä vastaavasti sahattujen kontrollien tulkinnasta 83 %:ssa ja merkittyjen 77 
%:ssa tapauksista. 
Otoliittien tulkittavuudessa oli eroja lajien välillä. Sekä kokonaisista että sahatuista 
järvilohen ja taimenen merkityistä otoliiteista tehtiin keskimääräistä vähemmän oikeita 
tulkintoja, samoin kuin myös sahatuista siian otoliiteista (taulukko 2). Kontrolleista 
keskimääräistä vähemmän oikeita tulkintoja tehtiin puolestaan harmaanieriän, 
taimenen ja siian kokonaisista otoliiteista sekä harmaanieriän, siian ja kuhan sahatuista 
otoliiteista (taulukko 2). 
Määrittäjien kyvyssä erottaa kontrollit merkityistä otoliiteista oli selviä eroja. Nieriän 
ja harmaanieriän sahatuista otoliiteista ainoastaan määrittäjät 4 ja 5 pystyivät erotta-
maan kontrollit merkityistä otoliiteista (molemmissa tapauksissa oikeita tulkintoja 100 
%) (taulukko 2). Määrittäjä 5 erotti toisistaan myös järvilohen kontrollit ja merkityt 
otoliitit. Kuhan kohdalla puolestaan määrittäjät 1-3 tulkitsivat sekä kontrollit että 
merkityt otoliitit oikein. Kokonaisten otoliittien osalta ainoastaan määrittäjä 4 kykeni 
erottamaan (kuhan) kontrollit merkityistä otoliiteista (taulukko 2). 
Määrittäjät 1 ja 2 ilmoittivat vaikeuksista tulkita kokonaisia otoliitteja, mikä johtui 
siitä, ettei käytettävissä olleella mikroskoopilla voinut tarkasti fokusoida kokonaisten 
otoliittien sisällä olevaan ARS-merkkiin. Etenkin määrittäjä 2 tulkitsi merkityistä 
otoliiteista, toisin kuin kontrolleista, selvästi muita määrittäjiä suuremman osuuden 
virheellisesti (taulukko 2). Toisaalta myös määrittäjät 3 ja 5 tulkitsivat erityisesti 
harmaanieriän ja taimenen kokonaisista kontrolleista huomattavan osan virheellisesti 








Taulukko 2. Merkitsemättömistä (kontrolli) ja merkityistä otoliiteista 
fluoresenssimikroskopialla tehtyjen oikeiden tulkintojen suhteelliset osuudet (%) 







1 087,5 090,0 070,0 087,5 068,0 057,1 076,7
2 100,0 077,8 100,0 100,0 100,0 092,9 095,1
3 087,5 040,0 100,0 025,0 070,8 092,9 069,4
4 075,0 080,0 090,0 087,5 084,0 100,0 086,1
5 075,0 060,0 100,0 050,0 068,0 078,6 071,9
ka 085,0 069,6 092,0 070,0 078,2 084,3 079,8
1 086,5 097,0 071,4 071,8 100,0 100,0 087,8
2 075,7 071,4 047,6 066,7 077,8 083,0 070,4
3 097,3 100,0 095,2 100,0 100,0 100,0 098,8
4 100,0 100,0 095,2 097,4 100,0 100,0 098,8
5 094,6 100,0 081,0 076,9 100,0 100,0 092,1
ka 090,8 093,7 078,1 082,6 095,6 096,6 089,6
1 100,0 080,0 100,0 087,5 084,0 100,0 091,9
2 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
3 100,0 100,0 100,0 100,0 092,0 100,0 098,7
4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5 100,0 100,0 100,0 100,0 092,0 064,3 092,7
ka 100,0 096,0 100,0 097,5 093,6 092,9 096,7
1 094,4 100,0 076,2 79,5 97,8 100,0 091,3
2 091,9 090,9 066,7 69,2 64,4 100,0 080,5
3 089,2 090,9 081,0 84,6 77,8 100,0 087,2
4 100,0 100,0 076,2 84,6 93,3 097,9 092,0
5 100,0 100,0 100,0 94,9 95,6 100,0 098,4












Kokonaisista ja sahatuista otoliiteista tehtyjen oikeiden tulkintojen suhteellinen osuus 
vaihteli jossakin määrin myös ARS-pitoisuuksittain. Kaksiviikkoisina ARS-pitoi-
suuksissa 50 mg l-1 ja 100 mg l-1 merkittyjen kalojen, etenkin siian, kohdalla oikeita 
tulkintoja tehtiin keskimäärin enemmän kokonaisista kuin sahatuista otoliiteista, toisin 
kuin 2-3 kk:n ikäisinä pitoisuudessa 75 mg l-1 merkittyjen kalojen kohdalla (taulukko 
3). Kaikki taimenen ARS-pitoisuuksissa 50 mg l-1 ja 100 mg l-1 merkittyjen yksilöiden 
kokonaiset ja sahatut otoliitit tulkittiin oikein (taulukko 3). Kylvetysajalla oli huomat-
tava merkitys otoliittien tulkittavuuden kannalta. Kuuden tunnin kylvetysajalla 
merkittyjen kalojen, erityisesti järvilohen ja taimenen, otoliiteista tehtiin keskimäärin 
selvästi vähemmän oikeita tulkintoja molemmissa käsittelyissä kuin 3:n ja 4 tunnin 
kylvetysajoilla merkittyjen kalojen otoliiteista (taulukko 3). 
Kaksiviikkoisina merkittyjen siikojen kohdalla otoliitin sahaaminen nukleuksen kautta 
vaikutti ARS-väriaineen jäämään leikkeessä, sillä tarkkuusleikkurin terän säätö-
tarkkuudesta (100 µm) johtuvan sahauslinjan vaihtelun vuoksi ARS-merkki (∅ n. 100 
µm) saattoi jäädä joko kokonaisuudessaan tai osittain leikkeeseen tai kokonaan 
sahausjätteeseen (kuva 7 a). Sahaamalla otoliitti siten, että nukleus jää leikkeeseen, 
sahauslinjan vaihtelun vaikutusta väriaineen jäämään voidaan kuitenkin vähentää 
(kuva 7 b). 
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Taulukko 3. Kokonaisista ja sahatuista otoliiteista fluoresenssimikroskopialla 
tehtyjen oikeiden tulkintojen suhteelliset osuudet (%) eri ARS-pitoisuuksien 
(ARS) ja kylvetysaikojen mukaan lajeittain (ka = keskiarvo). 
{
{





050 4 100,0 095,7 100,0 098,8 098,6
3 098,3 0100,0 093,3 090,8 091,2 094,7
075 4 96,6 096,6
6 077,1 086,7 057,8 049,1 087,2 071,6
100 4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
ka 093,9 095,6 075,6 085,0 094,3 96,6 090,7
050 4 100,0 100,0 100,0 078,8 094,7
3 100,0 100,0 098,3 089,2 094,3 096,4
075 4 099,6 099,6
6 088,6 093,3 055,6 050,9 096,0 076,9
100 4 096,7 092,0 100,0 081,8 092,6
ka 096,3 096,3 076,9 085,0 087,7 099,6 090,3
Kokonainen
Sahattu



















Kuva 7. Ohutleikkeen sahauslinjan vaikutus fluoresoivan väriaineen jää-
mään ARS-merkityn siian otoliitissa. Ennalta määrätyn sahauslinjan kul-
kiessa nukleuksen () kautta ARS-merkki (M) voi jäädä tarkkuusleikkurin 
sahanterän säätötarkkuudesta aiheutuvasta todellisen sahauslinjan vaih-
telusta (S) johtuen ääritapauksissa joko kokonaisuudessaan ohutleikkeen 
(OL) sisälle tai kokonaan sen ulkopuolelle (sahausjätteeseen) (a). Mikäli 
nukleus jätetään sahauksessa ohutleikkeen (OL') sisälle, ARS-merkki (M') 
jää kokonaan tai suurimmaksi osaksi leikkeeseen todellisen sahauslinjan 




Valomikroskopialla (koe 3) tehtiin keskimäärin selvästi vähemmän oikeita tulkintoja 
merkittyjen kalojen kokonaisista kuin sahatuista otoliiteista (taulukko 4). Sen sijaan 
kokonaiset kontrollit tulkittiin 95 %:sesti oikein, mutta sahatuista kontrolleista 
huomattava osa tulkittiin väärin. Sekä kokonaisista että sahatuista otoliiteista tehtiin 
selvästi enemmän oikeita tulkintoja kaksiviikkoisina ARS-pitoisuudessa 50 mg l-1 ja 
100 mg l-1 merkittyjen kuin 2-3 kk:n ikäisinä pitoisuudessa 75 mg l-1 merkittyjen 
kalojen, paitsi siian, kohdalla (taulukko 4). Siian kokonaisista otoliiteista tulkittiin 
oikein keskimäärin vain kymmenesosa, ja sahatuistakin otoliiteista tehtiin selvästi 
vähemmän oikeita tulkintoja kuin muiden lajien kohdalla (taulukko 4). Määrittäjät oli-
vat yksimielisiä kokonaisten kontrollien tulkinnasta 89 %:ssa ja merkittyjen 82 %:ssa 
tapauksista sekä vastaavasti sahattujen kontrollien osalta 52 %:ssa ja merkittyjen 67 
%:ssa tapauksista. 
 
Taulukko 4. Kokonaisista ja sahatuista otoliiteista valomikroskopialla tehtyjen 
oikeiden tulkintojen suhteelliset osuudet (%) eri ARS-pitoisuuksien (ARS, 
kontr. = kontrolli) mukaan lajeittain (ka = keskiarvo). 





050 50,0 070,0 050,0 00,0 42,5
075 28,8 023,9 54,8 016,7 26,5 027,7 29,7
100 25,0 100,0 077,8 04,5 51,8
0ka 34,6 064,6 54,8 048,1 10,3 027,7 41,4
kontr. 93,8 100 ,0 95 ,0 0 87,5 92 ,0 100 ,0 94,7
050 90,0 090,0 100,0 44,1 81,0
075 32,7 021,7 47,6 033,3 47,1 055,3 39,6
100 91,7 100,0 100,0 31,8 80,9
0ka 71,5 070,6 47,6 077,8 41,0 055,3 60,6
kontr. 62,5 0 80 ,0 80 ,0 0 56,3 70 ,0 0 46,4 65,9
ka








3.2. Logistinen regressioanalyysi 
Sokkotestiaineistoon (koe 2) sovitetussa logistisessa regressiomallissa sekä vakiotermi 
että kaikki selittävät muuttujat olivat Waldin testin perusteella tilastollisesti 
merkitseviä (taulukko 5), joten testin nollahypoteesi (todennäköisyys tulkita otoliitti 
merkityksi on riippumaton otoliitin merkinnästä, käsittelystä, ARS-pitoisuudesta, 
kylvetysajasta, lajista ja määrittäjästä) voitiin hylätä 5 %:n riskitasolla. Malli luokitteli 
oikein 80,6 % määrityksistä, joissa otoliitti tulkittiin merkitsemättömäksi ja 94,4 % 
määrityksistä, joissa otoliitti tulkittiin merkityksi, joten mallin ennustekyky on 
kohtalaisen hyvä. Kaikista määrityksistä malli luokitteli oikein 90,4 %. Hosmerin ja 
Lemeshow'n yhteensopivuustestin perusteella (χ2 = 12,3219, df = 8, P > 0,05) ARS-
merkin tulkinnan vedonlyöntisuhteen logaritmin (log odds) ja mallin selittävien 
muuttujien välisen suhteen voitiin olettaa olevan lineaarinen 5 %:n riskitasolla, joten 
aineisto oli kuvattavissa logistisella regressiolla. 
Tilastollisesti merkitsevimmät ARS-merkin tulkintaa selittävät tekijät mallissa olivat 
MÄÄRITTÄJÄ ja KYLVETYSAIKA (taulukko 5). Ristitulosuhteen (OR) avulla 
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ilmaistuna mahdollisuus, että määrittäjä 1 tulkitsi otoliitin merkityksi, oli keskimäärin 
0,6-kertainen verrattuna referenssitasona olleeseen määrittäjään 5 (taulukko 5), ts. 
mahdollisuus tulkita otoliitti merkitsemättömäksi oli n. 1,7 (= 1/0,6) kertaa suurempi 
määrittäjän 1 kuin määrittäjän 5 kohdalla, riippumatta siitä, oliko otoliitti alun pitäen 
merkitty vai ei. Vastaavasti mahdollisuus, että määrittäjä 2 tulkitsi otoliitin merkityksi, 
oli keskimäärin 0,1-kertainen määrittäjään 5 verrattuna, ts. mahdollisuus tulkita 
otoliitti merkitsemättömäksi oli 10 kertaa suurempi kuin määrittäjän 5 kohdalla. Sen 
sijaan määrittäjien 3 ja 4 kohdalla mahdollisuus tulkita otoliitti merkityksi ei poikennut 
tilastollisesti merkitsevästi referenssitasosta (ristitulosuhteen 95 %:n luottamusväli 
sisältää arvon 1) (taulukko 5). Määrittäjän 2 suhteellinen selitysvoima (R) mallissa oli 
myös suurempi kuin muilla muuttujan MÄÄRITTÄJÄ tasoilla (taulukko 5). 
Muuttujan KYLVETYSAIKA kohdalla muuttujan yksittäiset tasot 3 h ja 4 h 
poikkesivat erittäin merkitsevästi referenssitasosta (6 h) (taulukko 5). Mahdollisuus 
tulkita otoliitti merkityksi tasolla 3 h oli keskimäärin 11 kertaa suurempi ja tasolla 4 h 
keskimäärin 20 kertaa suurempi kuin referenssitasolla, muiden tekijöiden pysyessä 
vakiona. Tason 3 h suhteellinen selitysvoima (R) oli kuitenkin suurempi kuin tason 4 h 
(taulukko 5). ARS-pitoisuus (KONSENTRAATIO) oli mallissa tilastollisesti 
merkitsevä, mutta muuttujan yksittäiset tasot 50 mg l-1 ja 75 mg l-1 eivät poikenneet 
merkitsevästi referenssitasosta (100 mg l-1) (taulukko 5). 
Merkitsemättömien otoliittien (ARS-MERKINTÄ(1)) kohdalla mahdollisuus tulkita 
otoliitti merkityksi oli keskimäärin 0,06-kertainen merkittyihin otoliitteihin (referens-
sitaso) verrattuna (taulukko 5), ts. mahdollisuus tulkita ARS-merkitty otoliitti (oikein) 
merkityksi oli keskimäärin 17 kertaa suurempi kuin kontrollin tulkitseminen (väärin) 
merkityksi, edellyttäen, että muut tekijät pysyivät vakiona. Mahdollisuus sahatun 
otoliitin (OTOLIITTI(1)) tulkitsemiseksi merkityksi oli keskimäärin 0,6-kertainen 
verrattuna mahdollisuuteen tulkita kokonainen otoliitti merkityksi (taulukko 5), ts. 
kokonainen otoliitti tulkittiin 1,8 kertaa todennäköisemmin merkityksi kuin sahattu 
otoliitti, riippumatta siitä, oliko otoliitti alunperin merkitty vai ei. 
Kalalaji (LAJI) oli ARS-merkin tulkinnan kannalta erittäin merkitsevä tekijä. Mahdol-
lisuus tulkita harmaanieriän otoliitti merkityksi oli keskimäärin 2,3 kertaa suurempi 
kuin kuhan (referenssitaso) otoliitin kohdalla (taulukko 5), riippumatta otoliitin alku-
peräisestä merkinnästä. Mahdollisuus järvilohen ja taimenen otoliittien tulkitsemiseksi 
merkityiksi oli sitä vastoin pienempi kuin kuhan otoliittien (taulukko 5). Järvilohen 
otoliitti tulkittiin merkitsemättömäksi keskimäärin 2,5 kertaa ja vastaavasti taimenen 
otoliitti 2 kertaa todennäköisemmin kuin kuhan otoliitti. Sen sijaan mahdollisuus 
tulkita nieriän tai siian otoliitti merkityksi ei poikennut merkitsevästi mahdollisuudesta 














Taulukko 5. Sokkotestin tulkintatuloksiin sovitetun logistisen regressiomallin 
tilastolliset tunnusluvut (B = regressiokerroin, S.E. = kertoimen keskivirhe, Wald = 
Waldin testisuure, R = muuttujan suhteellinen selitysvoima) sekä ristitulosuhde 
(OR = odds ratio) ja sen 95 %:n luottamusväli (lv.) muuttujien eri tasoille. Mallissa 
selittävinä muuttujina ovat otoliitin merkintä (tasona ARS-MERKINTÄ(1) = kontrolli, 
referenssitasona merkitty otoliitti), ARS-pitoisuus (KONSENTRAATIO; tasoina 50 
mg l-1 ja 75 mg l-1, referenssitasona 100 mg l-1; taso 0 mg l-1 [= kontrolli] sisältyy 
vakiotermiin), kylvetysaika (KYLVETYSAIKA; tasoina 3 h ja 4 h, referenssitasona 6 
h; taso 0 h [= kontrolli] sisältyy vakiotermiin), otoliitin käsittely (tasona 
OTOLIITTI(1) = sahattu otoliitti, referenssitasona kokonainen otoliitti), kalalaji (LAJI; 
tasoina nieriä, harmaanieriä, järvilohi, taimen, siika, referenssitasona kuha) ja 
määrittäjä (MÄÄRITTÄJÄ; tasoina määrittäjät 1-4, referenssitasona määrittäjä 5). 
alaraja yläraja
ARS-MERKINTÄ(1) -2,8486 0,6086 21,9063 1 0,0000 -0,0747 0,0579 0,0176 0,1910
KONSENTRAATIO 6,6002 2 0,0369 0,0270
50 mg l-1
-0,5171 0,3821 1,8321 1 0,1759 0,0000 0,5962 0,2820 1,2607
75 mg l-1 0,7650 0,5450 1,9700 1 0,1605 0,0000 2,1490 0,7384 6,2541
KYLVETYSAIKA 120,8758 2 0,0000 0,1810
3 h 2,4078 0,2514 91,7677 1 0,0000 0,1586 11,1097 6,7882 18,1825
4 h 3,0126 0,4723 40,6794 1 0,0000 0,1041 20,3396 8,0592 51,3328
OTOLIITTI(1) -0,5585 0,1381 16,3620 1 0,0001 -0,0635 0,5721 0,4364 0,7498
LAJI 62,0849 5 0,0000 0,1208
nieriä 0,3704 0,3409 1,1806 1 0,2772 0,0000 1,4483 0,7425 2,8251
harmaanieriä 0,8130 0,3341 5,9215 1 0,0150 0,0332 2,2546 1,1714 4,3396
taimen -0,9108 0,3583 6,4622 1 0,0110 -0,0354 0,4022 0,1993 0,8117
järvilohi -0,6790 0,3442 3,8914 1 0,0485 -0,0230 0,5071 0,2583 0,9956
siika 0,0922 0,3153 0,0855 1 0,7700 0,0000 1,0966 0,5911 2,0343
MÄÄRITTÄJÄ 134,7262 4 0,0000 0,1885
määrittäjä 1 -0,5395 0,2278 5,6110 1 0,0178 -0,0318 0,5830 0,3731 0,9111
määrittäjä 2 -2,2902 0,2266 102,1641 1 0,0000 -0,1676 0,1013 0,0649 0,1579
määrittäjä 3 -0,3922 0,2284 2,9479 1 0,0860 -0,0163 0,6756 0,4318 1,0571
määrittäjä 4 -0,4125 0,2278 3,2803 1 0,0701 -0,0189 0,6620 0,4236 1,0345
Vakio 1,5837 0,7861 4,0588 1 0,0439








4. Tulosten tarkastelu 
4.1. Otoliittien mikroskopointi ja tulkintatestit 
4.1.1. Autofluoresenssi ja valemerkit 
Otoliittien autofluoresenssi on aiheuttanut ongelmia fluoresoivien merkkien tulkin-
nassa (Brooks ym. 1994). Kirjallisuudessa autofluoresenssin on arveltu aiheutuvan 
otoliitin kalsiumista (Nagiec ym. 1995), otoliitin optisiin ominaisuuksiin liittyvistä 
tekijöistä, kuten siihen hiomisen ja kiillottamisen aikana syntyvistä halkeamista (Secor 
ym. 1991), voimakkaasti kehittyneistä kasvuvyöhykkeistä tai kalojen käsittelystä 
aiheutuneen stressin vuoksi syntyneistä valerenkaista (check), jotka taittavat valoa, 
sekä otoliittiin jääneestä sidekudoksesta (Brooks ym. 1994) tai tarkemmin 
määrittelemättömästä "luonnollisesta fluoresenssista" (Rojas-Beltrán ym. 1998). 
Otoliitti koostuu pääosin strukturaalisista proteiineista muodostuneeseen orgaaniseen 
matriisiin kiteytyneestä aragoniitista (CaCO3) (Wright ym. 1998a). Monet mineraalit, 
kuten aragoniitti, fluoresoivat, mutta todennäköisimmin otoliitin ARS-merkin havait-
tavuutta haittaava autofluoresenssi johtuu kuitenkin sen orgaanisen matriisin sisältä-
mien kollageenin kaltaisten strukturaalisten proteiinien fluoresenssista, sillä GFP2-
suotimella (eksitaatio 480 nm) tarkasteltuna otoliitin autofluoresenssi muistuttaa 
vihreänä värinä ilmenevää kollageenin ja elastiinin autofluoresenssia (eksitaatio 476 
nm) (Billington ja Knight 2001). Murayama ym. (2002) dekalsifioivat koiralohen 
(Oncorhynchus keta (Walbaum)) kokonaisia otoliitteja, jolloin jäljelle jäi alkuperäisen 
otoliitin muotoa vastaava hyytelömäinen rakenne, josta analysoitiin kaksi proteiinia, 
otoliini-1 ja OMP-1 (otolith matrix protein 1). Näistä otoliini-1:n 
aminohappokoostumus oli pääasiassa kollageeninen. Tutkimuksessa otoliini-1:n 
havaittiin jakautuvan epätasaisesti otoliitin eri osissa, joten mikäli otoliittien autofluo-
resenssi johtuu otoliini-1:stä, se selittää, miksi myös tässä tutkimuksessa autofluore-
senssin havaittiin vaihtelevan eri osissa otoliittia, samoin kuin sen, että sahattujen 
otoliittien autofluoresenssin intensiteetissä oli eroja saman lajin yksilöiden välillä. 
Murayaman ym. (2002) tutkimuksessa ei kuitenkaan voitu menetelmällisistä syistä 
erottaa proteiinien tiheyseroja nukleuksen ja otoliitin muiden osien välillä. Struktu-
raaliset proteiinit ovat joka tapauksessa voimakkaasti konsentroituneet nukleuksessa 
(Murayama, henk.koht. tiedonanto), mikä puolestaan on todennäköisin selitys sille, 
että tässä tutkimuksessa autofluoresenssin havaittiin olevan intensiivisintä juuri 
otoliitin keskuksessa ja sen ympärillä. 
Tässä tutkimuksessa tarkastelluista lajeista autofluoresenssi oli voimakkainta kuhan 
otoliiteissa ja erityisesti niiden nukleuksessa. Tutkimuksessa tarkasteltiin myös 
Suomenlahdelta pyydystettyjen luonnonvaraisten kuhien otoliitteja (n = 10), joiden 
autofluoresenssi ei poikennut silmämääräisesti arvioituna varsinaisen tutkimusaineis-
ton otoliittien (laitoskaloja) autofluoresenssista. Autofluoresenssin on havaittu olevan 
voimakkaampaa myös valkosilmäkuhan kuin esimerkiksi kelta-ahvenen (Perca 
flavescens (Mitchill)) tai isobassin (Micropterus salmoides (Lac.)) otoliiteissa (Brown, 
henk.koht. tiedonanto), joten kuhansukuisten lajien otoliiteissa autofluoresenssin 
merkitystä voidaan pitää tulkinnan kannalta suurempana ongelmana kuin muilla 
istutettavilla lajeilla. Nieriän ja harmaanieriän otoliiteissa autofluoresenssi oli niin 
ikään voimakkaampaa kuin taimenen ja järvilohen otoliiteissa. Koska auto-
fluoresenssin intensiteetin vaihtelu otoliiteissa kalasukujen sisällä on vähäisempää 
kuin sukujen välillä, on perusteltua olettaa, että erot sukujen välillä ovat todellisia ja 
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johtuvat todennäköisesti lajityypillisestä vaihtelusta fluoresoivien proteiinien koostu-
muksissa ja konsentraatioissa otoliitissa. 
Voimakas autofluoresenssi ei kuitenkaan haitannut tai ehkäissyt ARS-merkin havait-
tavuutta kahden kk:n ikäisinä merkittyjen kuhien kohdalla, sillä ARS-rengas sijaitsi 
kalojen otoliiteissa selvästi nukleuksen ulkopuolella, joten se oli helposti määritettä-
vissä. Nukleuksen ja sen ympäristön autofluoresenssi saattaa kuitenkin vaikuttaa 
merkin tulkintaan vastakuoriutuneina tai ruskuaispussipoikasina merkityillä kuhilla, 
joilla merkki muodostuu nukleuksen ympärille ja sijaitsee siten voimakkaimmin 
autofluoresoivassa osassa otoliittia. Esimerkiksi Brooksin ym. (1994) valkosilmä-
kuhien ruskuaispussi- ja esikesäisillä poikasilla tekemässä kokeessa kontrolli-
otoliiteista 40 % tulkittiin virheellisesti heikon merkin omaaviksi. Brooks ym. (1994) 
arvelivat suurimman osan virhetulkinnoista johtuneen otoliiteissa olleista halkeamista, 
kaloja laitosoloissa käsiteltäessä syntyneistä valemerkeistä (stress marks) ja otoliittei-
hin jääneestä sidekudoksesta, mutta todennäköisesti virhetulkintoihin on vaikuttanut 
myös otoliittien luontainen fluoresenssi. Kaylen (1992) valkosilmäkuhan 42 vrk:n 
ikäisillä poikasilla tekemässä merkintäkokeessa on myös mahdollisesti tulkittu otoliit-
tien nukleuksen autofluoresenssin vuoksi osa luonnonkalojen otoliiteista virheellisesti 
merkityiksi, sillä merkiksi tulkittuja rakenteita havaittiin otoliitin nukleuksen 
ulkoreunalla, vaikka merkin olisi pitänyt sijaita selvästi nukleuksen ulkopuolella 
(Brooks ym. 1994). 
ARS-merkki seurasi tässä tutkimuksessa tarkasteltujen lajien otoliiteissa yleensä 
selväpiirteisesti merkintäajankohtaa vastaavaa vuorokausirengasta, mutta osassa 
nieriän ja harmaanieriän sekä järvilohen ja taimen sahatuissa otoliiteissa ARS-merkki 
oli autofluoresenssista aiheutuvien valemerkkien tapaan diffuusi ja ulottui useiden 
vuorokausirenkaiden yli otoliitin dorsaalisessa osassa. Merkin raja vuorokausirenkaan 
kohdalla oli kuitenkin yleensä selväpiirteinen. Poikkeuksellinen merkin muoto 
aiheutui otoliitin kasvutavasta ja siitä, että sahauslinjasta johtuen leikkeen sisään 
jäänyt fluoresoiva väriaine kuulsi otoliitin läpi, joten varsinaisen ARS-merkin 
ulkopuolinen fluoresenssi oli laadultaan optista. Sen sijaan murisijoihin (Haemulidae) 
kuuluvan Pomadasys kaakan (Cuvier) -lajin alitsariinikompleksonilla merkittyjen 
otoliittien poikkileikkauspinnalla (ohutleikkeen paksuus 0,15-0,25 mm) merkin on 
havaittu olevan voimakkaampi otoliitin ventraalisella kuin dorsaalisella puolella (Al-
Husaini ym. 2001). Usean vuorokausirenkaan yli ulottuvia fluoresoivia merkkejä on 
havaittu myös oksitetrasykliinillä merkittyjen valkosilmäkuhan poikasten otoliiteissa 
(Brooks ym. 1994). Al-Husaini ym. (2001) ja Brooks ym. (1994) eivät kuitenkaan 
pohdi merkkien ominaisuuksien syytä, mutta todennäköisesti molemmissa tapauksissa 
ne johtuivat otoliitin optisista ominaisuuksista. 
Ensimmäisen kesän aikana kalanpoikasten luutumiin voi muodostua poikasrenkaita, 
jotka johtuvat kalan kasvun nopeutumisesta tai hidastumisesta tilapäisesti kasvu-
kauden aikana (Raitaniemi ym. 2000). Tavallista voimakkaammin kehittynyt 
kasvuvyöhyke saattaa syntyä kuoriutumisen yhteydessä, ruskuaispussivaiheen päät-
tyessä tai lajin elintavoista riippuen myös habitaatin muutosten, kuten poikasten 
siirtyessä litoraalista pelagiaaliin tai matalasta vedestä syvään veteen, sekä voimak-
kaiden ympäristömuutosten myötä (Wright ym. 1998b, Volk ym. 1999). ARS-merkin 
tulkinnan kannalta ensimmäisten elinviikkojen aikana mahdollisesti syntyvät vale-
renkaat ovat kaikkein ongelmallisimpia, sillä ne sijaitsevat lähellä otoliitin nukleusta, 
jossa puolestaan otoliittien autofluoresenssi on voimakkainta. Tällöin otoliittiin voi 
autofluoresenssin ja valerenkaiden valoa taittavan vaikutuksen johdosta syntyä ARS-
merkkiä muistuttavia rakenteita, joiden erottaminen aidoista merkeistä on vaikeaa. 
Laitoskalojen otoliitteihin on havaittu syntyvän valemerkkejä kaloja käsiteltäessä, 
kuten siirrettäessä niitä altaasta toiseen, kuljetettaessa istutettavaksi tai istutuksen 
yhteydessä (Fielder 2002). Tässä tutkimuksessa aitoa ARS-merkkiä muistuttava vale-
merkki havaittiin yhdessä siian merkitsemättömässä otoliittissa, joskaan yksikään 
määrittäjistä ei tulkinnut sitä aidoksi merkiksi. Myös luonnonkaloissa on havaittu 
toisinaan valemerkkejä, mutta niiden merkitystä ei ole pidetty oleellisena (Fielder 
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2002). Valemerkkien esiintymistiheyttä ja niiden mahdollista vaikutusta fluoresoivien 
merkkien tulkinnan kannalta ei kuitenkaan tiettävästi ole tutkittu luonnonkalojen osalta 
(Eckmann, Fielder, henk.koht. tiedonanto). Koska autofluoresenssin intensiteetti 
vaihtelee lajeittain, on todennäköistä, että autofluoresenssin ja kasvuvyöhykkeiden 
optisten ominaisuuksien yhteisvaikutuksesta muodostuvat valemerkit aiheuttavat 
erisuuruisia tulkintavirheitä eri lajeilla. Näin ollen sellaisten lajien kohdalla, kuten 
kuha ja nieriä, joilla autofluoresenssi on tässä tutkimuksessa tehtyjen havaintojen 
mukaan suhteellisen voimakasta, valemerkkien esiintymistiheys olisi aiheellista 
selvittää, sillä sen avulla voidaan arvioida valemerkeistä aiheutuvan tulkintavirheen 
suuruutta esimerkiksi istutustulosten seurantatutkimuksissa, joissa aineistossa on 
tuntemattomassa suhteessa merkittyjä ja merkitsemättömiä otoliitteja. 
4.1.2. ARS-merkin tulkinnan kriteerit fluoresenssimikroskopiassa 
ARS-väriaineella tehdyissä merkintäkokeissa merkin tarkastelussa on käytetty joko 
alitsariinin eksitaatio- ja emissioaallonpituutta vastaavia suotimia, jolloin ARS-merkin 
tulkinnan kriteerinä on ollut sen otoliitissa esiintyvää autofluoresenssia voimakkaampi 
intensiteetti (Eckmann ym. 1998, Eckmann 2003), tai niitä lyhytaaltoisempia suotimia, 
joilla tulkinnan kriteerinä puolestaan on ollut autofluoresenssista poikkeava merkin 
väri (Nagiec ym. 1995, Lagardère ym. 2000). Merkin autofluoresenssista poikkeavaa 
väriä on käytetty kriteerinä myös oksitetrasykliinillä merkittyjen valkosilmäkuhan 
(Fielder 2002) ja juovabassin (Morone saxatilis (Walbaum)) (Secor ym. 1991) 
otoliittien tulkinnassa. 
G- (ja Texas Red) -suotimella ARS-merkin havaittavuus oli yleensä erinomainen ja 
myös heikot merkit oli mahdollista havaita jo 100×-200× suurennuksella. Kokeessa 2 
määrittäjät olivat lisäksi yksimielisiä merkin laadusta sekä sahattujen että kokonaisten 
otoliittien kohdalla selvästi suuremmassa osuudessa tapauksia G- kuin GFP2-
suotimella, joten jopa kokemattomille määrittäjille ARS-merkin tulkinta oli helpompaa 
tällä suotimella. Ongelmana G-suotimessa on kuitenkin se, että otoliitin auto-
fluoresenssin ja valoa taittavista rakenteista aiheutuvien valemerkkien erottaminen 
aidoista merkeistä ei ole värin perusteella mahdollista, koska sekä ARS-väriaineen että 
otoliitin luontainen fluoresenssi näkyvät suotimella punaisina. 
G-suotimella ja sitä eksitaatio- ja emissioaallonpituuksiltaan vastaavilla suotimilla 
(esim. Texas Red, TRITC) ARS-merkin tulkintakriteereinä voidaan käyttää merkin 
intensiteettiä, selväpiirteisyyttä ja sijaintia otoliitissa. ARS-väriaineen intensiteetti G-
suotimella tarkasteltuna on yleensä selvästi autofluoresenssia voimakkaampaa, mikä 
todennäköisesti johtuu siitä, että otoliitin luonnollisen fluoresenssin aikaansaavien 
kollageenisten proteiinien eksitaatioaallonpituuden huippu ei vastaa alitsariinin 
aallonpituusaluetta, joten G-suotimen (toisin kuin GFP2-suotimen) eksitaatiosäteily ei 
viritä tehokkaasti niiden molekyylejä, jolloin myös emissio jää suhteellisen pieneksi. 
ARS-merkki on myös yleensä selväpiirteinen ja yhtenäinen rengas. Alle kahden viikon 
ikäisten kalanpoikasten otoliitit ovat kuitenkin hyvin pienikokoisia, joten niihin 
muodostuva ARS-merkki on myös pieni. Tämän vuoksi vastakuoriutuneina tai pian 
kuoriutumisen jälkeen merkittyjen kalojen sahattuja otoliitteja tulisi tarkastella 
vähintään 100×-200× suurennuksella, jolloin merkin muoto ja eheys (yhtenäinen 
rengas) on mahdollista havaita myös heikkojen merkkien kohdalla. Valemerkeistä 
johtuvia tulkintavirheitä voidaan puolestaan ainakin jossakin määrin vähentää 
käyttämällä hyväksi tietoa kalojen merkintäiästä, sillä mikäli mahdolliseksi merkiksi 
tulkittavissa oleva rakenne sijaitsee otoliitissa selvästi merkintäajankohtaa vastaavan 
vuorokausirenkaan sisä- tai ulkopuolella, otoliitti voidaan tulkita merkitsemättömäksi 
(Brooks ym. 1994, Fielder 2002). 
GFP2-suotimella ARS-merkin oranssi tai keltainen väri poikkesi selvästi otoliitin 
vihreänä ilmenevästä autofluoresenssista, joten sitä voidaan käyttää yksiselitteisenä 
kriteerinä merkin tulkinnassa tällä suotimella. Ongelmana on kuitenkin se, että heik-
  
22 
kojen merkkien määrittäminen GFP2-suotimella ei ole eksitaatio- ja emissioaallon-
pituuksista johtuvien erojen vuoksi yhtä tehokasta kuin G-suotimella. Fluoresoivien 
merkkien havaittavuutta voidaan kuitenkin jossakin määrin parantaa käyttämällä 
mahdollisimman suurta suurennusta (Fielder 2002). Tässä tutkimuksessa pääasiassa 
käytetyn stereofluoresenssimikroskoopin 100× maksimisuurennuksella osa heikoista 
merkeistä jäi havaitsematta, mutta GFP2-suodinta vastaavalla FITC-suotimella heikot 
merkit saatiin näkyviin tavanomaisella fluoresenssimikroskoopilla 400× suurennuk-
sella. Näin ollen GFP2-suodinta käytettäessä mikroskoopissa pitäisi olla vähintään 
400× suurentava optiikka. Merkin havaittavuutta voidaan lisäksi tehostaa kiillotta-
malla hiotun tai sahatun otoliitin pinta alumiinioksidilla (Mosegaard ym. 1998, 
Lagardère ym. 2000, Al-Husaini ym. 2001, Eckmann 2003) tai käyttämällä mikros-
kopoinnissa UV-säteilyä lävitseen päästävää immersioöljyä (Secor ym. 1991, Brooks 
ym. 1994). 
G-suodin on ARS-merkin määrittämisessä tehokkaampi kuin GFP2-suodin, mutta 
otoliittien tulkinnassa on hyödyllistä käyttää myös GFP2-suodinta, sillä värin 
perusteella merkki voidaan tulkita täysin luotettavasti. Lisäksi GFP2-suodin on 
käyttökelpoinen myös merkintöjen laaduntarkkailussa, sillä mikäli ARS-merkki 
havaitaan kalanpoikasten otoliiteissa tällä suotimella, merkintää voidaan pitää hyvin 
onnistuneena. 
4.1.3. ARS-merkin tulkinta valomikroskopialla 
ARS-merkin määrityksessä on käytetty myös valomikroskopiaa, jossa ARS-väriaine 
näkyy voimakkuudeltaan ja piirteiltään vaihtelevana violettina tai violetinpunaisena 
alueena, renkaana tai renkaan osana merkintäajankohtaa vastaavassa kohdassa 
otoliittia. Onnistuneista kokeista ovat raportoineet ainakin Beckman ja Schulz (1996) 
sekä Makkonen ja Pursiainen (1997). ARS-pitoisuuksissa 50-100 mg l-1 4-8 tunnin 
kylvetysajoilla merkittyjen nieriöiden (Makkonen ja Pursiainen 1997) ja pitoisuuksissa 
50-400 mg l-1 6-24 tunnin kylvetysajoilla merkittyjen valkoimukarppien (Catostomus 
commersonnii (Lac.)) ja kahden pohjoisamerikkalaisen särkikalalajin (Campostoma 
anomalum (Raf.), Phoxinus erythrogaster (Raf.)) (Beckman ja Schulz 1996) 
kokonaisissa otoliiteissa merkki oli havaittavissa selvänä tai erittäin selvänä 95-100 
%:ssa tapauksista. Kontrolliotoliiteissa merkkiä ei sitä vastoin havaittu. 
Tämän tutkimuksen tulosten mukaan valomikroskopia ei kuitenkaan ole kovin luotet-
tava menetelmä ARS-merkin määrittämisessä, sillä kokeessa 3 merkityistä otoliiteista 
käsittelystä riippuen tulkittiin keskimäärin vain 40-60 % oikein. Taimenen, nieriän ja 
harmaanieriän kohdalla merkin havaittavuus tosin oli sahatuissa otoliiteissa fluore-
senssimikroskopiaa vastaavasti muita lajeja parempi, mutta samalla näiden lajien 
sahatuista kontrolleista huomattava osa kuitenkin tulkittiin väärin merkityiksi, joten 
otoliitin kasvuvyöhykkeiden valoa taittavan ja hajottavan vaikutuksen mahdollisesti 
aiheuttamista väriltään ja muodoltaan ARS-merkkiä muistuttavien valemerkkien 
erottaminen aidoista merkeistä on valomikroskopiassakin vaikeaa. 
Erityisesti siian merkittyjen otoliittien tulkinta valomikroskopialla oli hyvin 
epävarmaa. Edellä mainitussa Beckmanin ja Schulzin (1996) tekemässä merkintä-
kokeessa paras tulos saavutettiin ARS-pitoisuuksilla 200-300 mg l-1 ja 12-24 tunnin 
kylvetysajoilla. Näin suuret pitoisuudet ja pitkät kylvetysajat eivät kuitenkaan sovellu 
esimerkiksi siian merkintään, sillä vastakuoriutuneilla siianpoikasilla kuolevuus on 
vaihdellut välillä <10-100 % jo ARS-pitoisuudessa 150 mg l-1 (Eckmann ym. 1998), 
eivätkä kahden viikon ikäisetkään siianpoikaset kestä merkintää 200 mg l-1:n 
pitoisuudessa (Niva, henk.koht. tiedonanto), joten ARS-merkin havaittavuutta 
valomikroskopiaa silmällä pitäen ei voida parantaa merkinnässä käytettyä pitoisuutta 
kohottamalla ilman, että merkintäkuolevuus oleellisesti suurenee. Myös alitsariini-
kompleksonilla (ALC) tehdyissä kokeissa merkki on havaittu valomikroskoopilla 
eräiden ALC-pitoisuudessa 200 mg l-1 merkittyjen hammasahveniin (Sparidae) 
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kuuluvien Diplodus-lajien otoliiteissa, mutta 50 mg l-1:n pitoisuudessa merkittyjen 
kalojen otoliiteissa merkki näkyi ainoastaan UV-valossa (Vigliola 1997). 
Valomikroskoopilla on myös havaittu 100 mg l-1:n ALC-pitoisuudessa merkittyjen 
punarumpukalojen (Sciaenops ocellatus (L.)) otoliiteissa väriltään violetti merkki, 
mutta tällöinkin merkin havaittavuus oli huomattavasti parempi fluoresenssi-
mikroskoopilla tarkasteltuna (Thomas ym. 1995). Makkosen ja Pursiaisen (1997) tulos 
kuitenkin osoittaa, että mikäli merkintä onnistuu 50-100 mg l-1:n pitoisuudessa 
erinomaisesti, ARS-merkki on mahdollista havaita valomikroskoopillakin ainakin 
nieriän, samoin kuin järvilohen ja -taimenen (Makkonen, henk.koht. tiedonanto), 
otoliiteissa. 
Merkintätutkimusten rutiinitarkasteluun valomikroskopia ei kuitenkaan ole suositel-
tava menetelmä, sillä ARS-merkin havaittavuus eri lajeilla on siinä yleensä heikompi 
ja vaihtelee huomattavasti enemmän kuin fluoresenssimikroskopiassa. Sen sijaan 
merkinnän laaduntarkkailussa valomikroskooppia voidaan, tosin varauksin, käyttää 
vastaavin kriteerein kuin esimerkiksi fluoresenssimikroskoopin GFP2-suodinta. 
Makkosen ja Pursiaisen (1997) mukaan ARS-merkki oli osassa tutkittuja nieriän 
otoliitteja heikko ja epäsäännöllinen tai ei näkynyt lainkaan ensimmäisen vuorokauden 
kuluttua merkinnästä, mikä johtui todennäköisesti siitä, että merkkiä oli vaikea tai 
mahdoton havaita valomikroskoopilla pienen otoliitin ulkoreunalla, toisin kuin 59-180 
vrk merkinnästä, jolloin merkki oli havaittavissa kaikissa otoliiteissa. Näin ollen 
valomikroskopia ei sovellu merkinnän laaduntarkkailuun heti merkinnän jälkeen. Sen 
sijaan harjuksella (Thymallus thymallus (L.)) tehdyssä kokeessa ARS-merkki 
havaittiin fluoresenssimikroskoopilla kalojen otoliiteissa jo merkintäpäivänä (Nagiec 
ym. 1995), joten mikäli merkinnän onnistumista halutaan arvioida välittömästi 
merkinnän jälkeen, fluoresenssimikroskoopin käyttäminen on välttämätöntä ARS-
merkin luotettavaksi määrittämiseksi. 
4.1.4. Otoliitin sahaamisen vaikutus ARS-merkin havaittavuuteen 
Merkittyjen otoliittien sahaaminen etenkin kaksiviikkoisina merkittyjen kalojen 
kohdalla paransi ARS-merkin havaittavuutta valomikroskoopilla, sillä sahatuista 
otoliiteista tehtiin selvästi enemmän oikeita tulkintoja kuin kokonaisista, mutta samalla 
sahatuista kontrolleista suuri osa tulkittiin väärin. Fluoresenssimikroskoopilla 
tarkasteltuna (koe 2) merkittyjen otoliittien sahaaminen ei sen sijaan vaikuttanut 
oleellisesti ARS-merkin tulkittavuuteen verrattuna kokonaisiin otoliitteihin. Tämä 
johtui siitä, että tutkimusaineiston otoliitit olivat peräisin pääasiassa kesänvanhoista ja 
yksivuotiaista kaloista, joiden otoliitit ovat suhteellisen pieniä, joten ARS-merkki oli 
havaittavissa suuressa osassa kokonaisia otoliitteja merkin päällä olevan ohuen 
kerroksen läpi. Varsinkin kaksiviikkoisina merkittyjen taimenen, nieriän ja harmaa-
nieriän kokonaisissa otoliiteissa merkki oli selvästi havaittavissa. Sahatuista kontrol-
leista sen sijaan tehtiin selvästi enemmän oikeita tulkintoja kuin kokonaisista, joten 
sahaamisella voitiin merkittävästi vähentää otoliittien autofluoresenssista aiheutuvia 
virhetulkintoja. Oksitetrasykliinillä merkittyjen valkosilmäkuhien otoliittien hiomisen 
ohuiksi, sahaamalla saatavaa leikettä vastaaviksi, preparaateiksi on myös havaittu 
vähentävän huomattavasti autofluoresenssin vaikutusta ja parantavan fluoresoivan 
merkin havaittavuutta (Fielder, henk.koht. tiedonanto), joten sahaamisen voidaan 
yleisesti ottaen olettaa helpottavan ARS-merkin tulkintaa otoliiteista. 
Tämän tutkimuksen yhteydessä tarkasteltiin myös RKTL:n Inarin kalanviljely-
laitoksella keväällä 2003 vastakuoriutuneina merkittyjen pohjasiian (Coregonus 
lavaretus pidschian (Gmelin)) ja peledsiian (C. peled (Gmelin)) kokonaisia otoliitteja. 
Niissä ARS-merkki oli havaittavissa otoliitin distaaliselta puolelta, mutta vain 
harvoissa tapauksissa otoliitin proksimaaliselta puolelta (keskusuurteen puoleinen 
sivu), jossa nukleuksen päällä oleva kerros oli 2-3 kertaa paksumpi kuin distaalisella 
puolella (ks. esim. kuva 2: 1 e, kuvassa distaalinen puoli ylhäällä). Näin ollen otoliitin 
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aines vähentää voimakkaasti ARS-merkin havaittavuutta, ja on oletettavaa, että 
yksivuotiaita vanhempien siikojen ja muiden vastaavien lajien, kuten muikun 
(Coregonus albula (L.)) ja harjuksen, kokonaisissa otoliiteissa ARS-merkin 
havaittavuus vähenee oleellisesti iän myötä, joten niiden otoliitit on hiottava tai 
sahattava merkin määrittämiseksi. Toisaalta lohikaloilla (Oncorhynchus-, Salmo- ja 
Salvelinus-suvut) otoliitti on jo alkioasteella suurikokoinen, joten siihen muodostuu 
yleensä myös selvä merkki (Tsukamoto 1995), joka on havaittavissa suhteellisen 
kookkaidenkin kalojen kokonaisissa otoliiteissa. Esimerkiksi tämän tutkimuksen 
yhteydessä tarkasteltujen ruskuaispussipoikasina ARS-merkittyjen nieriöiden 
(Makkonen ja Pursiainen 1997) kohdalla merkki oli selvästi havaittavissa fluore-
senssimikroskopialla vielä 5+ -ikäisten kalojen kokonaisissa otoliiteissa (n = 12). 
ARS-merkin pysyvyys vaikuttaa myös hyvältä, sillä em. nieriät oli merkitty vuonna 
1996 (näytteet otettu syyskuussa 2001; Makkonen, henk. koht. tiedonanto) ja merkki 
näkyi yhä vuonna 2003. 
Merkittyjen otoliittien sahaamisella oli kuitenkin vaikutusta ARS-merkin laatuun. 
Kokeessa 1 selväksi merkiksi tulkittujen tapausten suhteellinen osuus siian sahatuissa 
otoliiteissa oli suurempi kuin kokonaisissa otoliiteissa, ts. ARS-merkki oli vaivatto-
mammin havaittavissa sahatuista kuin kokonaisista otoliiteista. Sahatuissa otoliiteissa 
ARS-merkin laadun jakauma ei myöskään vaihdellut eri ARS-pitoisuuksissa. Tämä 
poikkeaa kirjallisuudessa esiintyvistä tuloksista, joissa merkin laatu on ollut esim. 
alkioasteella ARS-pitoisuuksissa 200-1000 mg l-1 merkittyjen siikojen (Eckmann 
2003) ja ruskuaispussipoikasina pitoisuuksissa 100-150 mg l-1 merkittyjen muikkujen 
(Eckmann ym. 1998) sekä 10 kk:n ikäisinä pitoisuuksissa 100-400 mg l-1 merkittyjen 
piikkikampeloiden (Scophthalmus maximus (L.)) (Lagardère ym. 2000) otoliiteissa sitä 
parempi, mitä suuremmassa ARS-pitoisuudessa kalat oli merkitty. Vastaavia tuloksia 
on raportoitu myös oksitetrasykliinillä, kalseiinilla ja kalseiinisinisellä merkityillä 
valkosilmäkuhilla (Brooks ym. 1994) sekä tetrasykliinillä merkityillä siioilla (Ruhlé ja 
Winecki-Kühn 1992) tehdyistä kokeista. Sekä Eckmann ym. (1998) että Eckmann 
(2003) käyttivät mikroskopoinnissa Zeissin suodinsarjaa nro 15, joka vastaa tässä 
tutkimuksessa käytettyä Leican G-suodinta, ja Lagardére ym. (2000) puolestaan 
suodinta, jonka eksitaatio- (450-490 nm) ja sulkusuotimen aallonpituus (515 nm) 
vastaavat Leican GFP2-suotimen vastaavia aallonpituuksia. Käytettyjen ARS-
pitoisuuksien suuresta vaihtelusta johtuen ainoastaan Eckmannin ym. (1998) esittämät 
tulokset ovat suoraan vertailukelpoisia tämän tutkimuksen tulosten kanssa, mutta 
oleellinen havainto on kuitenkin se, että kaksi viikkoa vanhojen siikojen merkintä 
ARS-pitoisuudessa 100 mg l-1 ei käytännössä paranna sahatuissa otoliiteissa ARS-
merkin laatua ja havaittavuutta verrattuna merkintään 50 mg l-1:n pitoisuudessa, 
olettaen, että merkintäolosuhteet ovat muutoin samat. 
Kokeessa 1 kokonaisten otoliittien kohdalla selväksi merkiksi tulkittujen tapausten 
määrä oli pienin ARS-pitoisuudessa 100 mg l-1 merkittyjen siikojen otoliiteissa, mikä 
on selitettävissä sillä, että tässä pitoisuudessa merkittyjen kalojen keskipituus (93,4 
mm) oli hieman suurempi kuin pitoisuuksissa 50 mg l-1 (83,6 mm) ja 75 mg l-1 (71,2 
mm) merkittyjen kalojen, joten isompien siikojen otoliitit olivat myös hieman 
suurempia ja merkin päällä olevat kerrokset vastaavasti paksumpia, jolloin myös 
merkin näkyvyys oli heikompi. Kalan merkintäikä (syntyvän merkin koko) ja laji 
näyttävät myös vaikuttavan siihen, minkä pituisilla kaloilla ARS-merkki on 
havaittavissa kokonaisesta otoliitista. Esimerkiksi silmäpisteasteella ALC-pitoisuu-
dessa 200 mg l-1 merkittyjen kirsikkalohien (Oncorhynchus masou masou (Brevoort)) 
otoliiteissa merkki oli selvästi havaittavissa keskipituudeltaan 118 mm:n pituisten 
kalojen otoliiteissa (Nagata ym. 1995). Tässä tutkimuksessa kaksiviikkoisina 
pitoisuudessa 50 mg l-1 merkityillä (otoliitin läpimitta merkintähetkellä n. 100 µm) 
siioilla ARS-merkki oli havaittavissa alle 83 mm:n pituisten kalojen otoliiteissa. 
Eckmannin ym. (1998) mukaan vastakuoriutuneina pitoisuudessa 150 mg l-1 merki-
tyillä siioilla ARS-merkki oli selvästi havaittavissa pituudeltaan alle 60 mm:n kalojen 
kokonaisissa otoliiteissa (sagitta), mutta sitä suurempien kalojen otoliitit oli hiottava 
merkin esille saamiseksi. Sen sijaan alkioasteella 42 vrk hedelmöityksestä merkittyjen 
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(otoliitin läpimitta n. 50 µm) siikojen kohdalla vastaava pituus oli vain 45 mm, joskin 
ARS-merkki oli havaittavissa vielä 90-100 mm:n mittaisten kalojen kokonaisesta 
lapillus-otoliitista (Eckmann 2003). Myös ALC-pitoisuudessa 100 mg l-1 merkityillä 
hauenpoikasilla merkki on havaittu 20-150 mm:n pituisten yksilöiden käsittelemättö-
missä lapilluksissa (Skov ym. 2001). Ruhlén ja Winecki-Kühnin (1992) mukaan 
tetrasykliinillä (TC) mädin hedelmöityksen yhteydessä merkityillä siioilla TC-merkki 
oli havaittavissa >100 mm:n pituisten kalojen kokonaisessa asteriscus-otoliitissa1. 
Siialla ja muilla tässä tutkimuksessa tarkastelluilla lajeilla asteriscus ja lapillus ovat 
huomattavasti pienempiä kuin sagitta, joten nukleuksen päällä oleva kerros on niissä 
ohut ja siten myös ARS-merkki on todennäköisesti havaittavissa suhteellisen kookkai-
denkin kalojen kokonaisessa otoliitissa. Näin ollen asteriscus tai lapillus soveltuisi 
ARS-merkin määrittämiseen periaatteessa paremmin kuin sagitta, jonka etuna on 
kuitenkin se, että samasta otoliitista voidaan määrittää paitsi ARS-merkin olemassaolo 
myös kalan ikä. 
Kokeessa 2 kaksiviikkoisina ARS-pitoisuuksissa 50 mg l-1 ja 100 mg l-1 merkittyjen 
siikojen sahatuista otoliiteista tehtiin keskimäärin vähemmän oikeita tulkintoja kuin 
kokonaisista otoliiteista, toisin kuin muiden lajien kohdalla. Tämä tulos on ristiriidassa 
kokeessa 1 saadun tuloksen kanssa, jonka mukaan ARS-merkin laatu ja siten myös 
havaittavuus oli parempi sahatuissa kuin kokonaisissa siian otoliiteissa. Kokeiden 
tulosten ero selittyy kuitenkin sillä, että kokeessa 2 määrittäjät tulkitsivat merkittyjä ja 
merkitsemättömiä otoliitteja sokkotestitilanteessa, kun taas kokeessa 1 määrittäjät 
tiesivät kaikkien otoliittien olevan merkittyjä, joten otoliitteja, joissa ARS-merkki oli 
heikko, ei tulkittu merkitsemättömiksi, toisin kuin kokeessa 2, jossa voimakkaasti 
autofluoresoivien kontrollien erottaminen heikon merkin omaavista otoliiteista saattoi 
olla vaikeaa. 
Kokeen 2 tulokseen vaikutti kaksi seikkaa, kahden viikon ikäisten siianpoikasten 
otoliittien ja siten myös ARS-merkin pieni koko (∅ n. 100 µm) sekä käytetty, alun 
pitäen otoliittien preparoimiseen iänmääritystä varten kehitetty, sahaustekniikka 
(Bedford 1983), jossa sahauslinja kulki otoliitin nukleuksen ja siihen värjäyksessä 
muodostuneen ARS-merkin keskeltä. Tällöin osa väriaineesta jäi sahauslinjalle ja 
joutui sahausjätteeseen. ARS-merkin pieni koko edellytti, että nukleus asetettiin 
sahauslinjalle 100 µm:n tarkkuudella, mikä oli mahdollista videokameran ja risti-
siirtopöydän avulla. Tarkkuussahan terän kohdistaminen valumuotin ennalta määrä-
tylle sahauslinjalle voitiin niin ikään tehdä 100 µm:n tarkkuudella, jolloin todellinen 
sahauslinja saattoi periaatteessa kulkea paitsi tarkoitetun linjan kautta myös joko 
nukleuksen ohi, niin että ARS-merkki jäi kokonaan leikkeeseen, tai nukleuksen kautta, 
jolloin ARS-merkki kokonaisuudessaan joutui sahausjätteeseen. Näin ollen 
ohutleikkeeseen jäävän väriaineen määrä riippui siitä, kuinka tarkasti otoliitin nukleus 
sijaitsi todellisella sahauslinjalla, ja siten myös ARS-merkin näkyvyys otoliiteissa 
vaihteli vastaavalla tavalla. Sokkotestissä ei kuitenkaan käytetty otoliitteja, joissa 
ARS-merkki oli jäänyt kokonaisuudessaan sahausjätteeseen. 
                                                      
1
 RKTL:n Inarin kalantutkimusasemalla ARS-merkityistä kaloista tekemieni havaintojen 
perusteella siian ja taimenen poikasilla ei ole asteriscuksia ruskuaispussivaiheessa. 
Vastakuoriutuneina merkittyjen yksivuotiaiden siikojen ja taimenten sagitat ja lapillukset olivat 
värjäytyneet alitsariinilla, mutta asteriscuksissa ei ollut havaittavissa ARS-merkistä aiheutuvaa 
fluoresenssia, joten asteriscusten voidaan olettaa muodostuneen vasta merkinnän jälkeen. 
Mätimunassa tai vastakuoriutuneena fluoresoivilla väriaineilla merkittyjen siikojen tai 
taimenten asteriscusten perusteella merkittyjä ja merkitsemättömiä kaloja ei siis voida erottaa 
toisistaan. Näin ollen Ruhlé ja Winecki-Kühn (1992) ovat erheellisesti tulkinneet 
asteriscukseksi lapilluksen, joka muodostuu sagitan ohella jo alkioasteella. Myös artikkelin 
kuvissa esitetyt otoliitit muistuttavat muodoltaan ja TC-merkin sijainniltaan (nukleuksessa) 
lapilluksia. TC-merkin havaittavuus siian kokonaisessa lapilluksessa vastaisi tällöin 
Eckmannin (2003) ARS-merkinnästä raportoimaa tulosta. 
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Siian otoliittien sahaaminen siten, että sahauslinja kulkee nukleuksen poikki, ei siis ole 
suositeltavaa. Koska otoliitin sahaus on peruuttamaton toimenpide, jonka onnistumista 
ei voida tarkkailla työn edistyessä, toisin kuin otoliitteja hiottaessa (Fielder 2002, 
Eckmann 2003), nukleuksen tulisi jäädä sahauksessa kokonaisuudessaan leikkeeseen 
(ks. kuva 7 b), sillä päinvastaisessa tapauksessa merkki saattaa tuhoutua kokonaan, 
mikä puolestaan johtaa virheellisiin tulkintatuloksiin. Tarvittaessa ohutleikettä voidaan 
käsitellä vesihiomapaperilla, mikäli merkin päällä oleva kerros on liian paksu ja estää 
merkkiä näkymästä. Sama pätee myös muiden sellaisten lajien kohdalla, kuten 
peledsiika, muikku ja harjus, joiden otoliitti on merkintäikäisenä (vastakuoriutuneena 
tai esikesäisenä) hyvin pieni. Sen sijaan kaksiviikkoisina merkittyjen nieriän, 
harmaanieriän ja taimenen otoliittien sahaaminen nukleuksen kautta on turvallista, 
sillä näiden lajien sagitta-otoliitti on merkintäiässä pituudeltaan (rostrum–postrostrum) 
n. 300-400 µm, jolloin otoliittien sahauslinjalle asettelusta tai sahanterän 
kohdistamisesta mahdollisesti aiheutuvasta vaihtelusta huolimatta ohutleikkeeseen jää 
riittävästi väriainetta merkin havaitsemiseksi. Silti näidenkin lajien kohdalla 
nukleuksen jättäminen leikkeeseen on suositeltavaa, mikäli kalat on merkitty 
kaksiviikkoista nuorempina. Iänmäärityksessä otoliitit kuitenkin sahataan nukleuksen 
kautta, joten mikäli edellä kuvatussa menettelyssä leikkeistä halutaan määrittää myös 
kalojen ikä, nukleuksen leikkeen sisälle jättämisen vaikutus ikämääritykseen tulisi 
selvittää. Todennäköisesti menettelyn vaikutus vuosirenkaiden havaitsemiseen on 
käytännössä olematon, sillä ensimmäisenkin vuosirenkaan muodostuessa otoliitti on jo 
niin isokokoinen, että rengas joka tapauksessa on mukana leikkeessä, mutta 
periaatteessa tällä seikalla voi olla merkitystä ensimmäisen vuosirenkaan läpimittaan 
perustuvan vuosikasvuvyöhykkeiden kalibroinnin kannalta. 
4.2. Logistinen regressioanalyysi 
Otoliittien tulkinta on altis erilaisille otoliittien preparoinnista ja määritysten subjek-
tiivisuudesta aiheutuville virheille niin kalojen iänmäärityksen (Campana 2001) kuin 
merkittyjenkin otoliittien kohdalla (Volk ym. 1999). Vaikka ARS-merkittyjen otoliit-
tien tulkinnalle fluoresenssimikroskopialla voidaan antaa selkeät ja esimerkiksi GFP2-
suodinta käytettäessä yksiselitteiset kriteerit, mm. merkkiainepitoisuuksista, kylvetys-
ajoista, kalojen merkintäiästä, määrityksissä käytettyjen välineiden optisista ja 
teknisistä ominaisuuksista sekä määrittäjien tulkintakokemuksesta aiheutuvaa hajontaa 
otoliittien tulkinnassa ei voida kokonaan poistaa (Brooks ym. 1994), mikä ilmeni 
myös tässä tutkimuksessa tehdyn logistisen regressioanalyysin tuloksista. 
Logistisen regressioanalyysin perusteella merkittävimmät tekijät otoliittien tulkinnassa 
olivat määrittäjä ja kylvetysaika. Määrittäjien 3 ja 4 tulkinnat eivät poikenneet 
vertailutasona olleen määrittäjän 5 tulkinnoista, toisin kuin määrittäjien 1 ja 2 
tulkinnat. Yhtenä syynä tähän oli todennäköisesti se, että määrittäjät 1 ja 2 käyttivät 
erilaista, kokonaisten otoliittien tarkasteluun huonommin soveltuvaa mikroskooppia 
kuin muut määrittäjät. Mikroskoopin vaikutusta otoliitin tulkintaan ei kuitenkaan 
mallissa voitu ottaa huomioon, sillä koeasetelmasta johtuen vapausasteet eivät 
riittäneet tähän. Toisaalta määrittäjän 2 tulkintatulokset poikkesivat selvästi muiden 
määrittäjien tuloksista, mikä viittaa siihen, että määrittäjä 2 käytti muista määrittäjistä 
poikkeavia kriteereitä otoliittien määrityksessä ja tulkitsi vain selvän merkin omaavat 
otoliitit merkityiksi. Tällöin heikon merkin omaavat otoliitit tulivat väärin tulkituiksi, 
kun taas merkitsemättömien otoliittien tulkinta onnistui näennäisesti erinomaisesti. 
Määrittäjien kokemattomuus ARS-merkin tulkinnassa aiheutti siis hajontaa tulkinta-
tuloksissa, mutta kokonaisuutena merkityistä otoliiteista tehtyjen oikeiden tulkintojen 
suhteellista osuutta (n. 90 %) voidaan pitää varsin suurena. Merkinnän onnistuessa 
hyvin ARS-merkki on helposti jopa kokemattomien määrittäjien tulkittavissa 
(Eckmann ym. 1998). Määrityskokemuksen myötä oikeiden tulkintojen suhteellisen 
osuuden voidaan olettaa kasvavan. 
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Koska määrittäjien tulkinnat perustuvat subjektiiviseen arvioon, määritysten toden-
mukaisuuden ja eri määrittäjien välisten sekä saman määrittäjän eri aikoina tekemien 
tulkintojen yhtenevyyden mittaaminen on oleellista myös ARS-merkintöjen kohdalla. 
Kalojen iänmäärityksen laaduntarkkailussa sovellettujen menetelmien, kuten tunnetun 
ikäisten kalojen otoliiteista määräajoin tehtävissä määritystesteissä käytettyjen 
referenssikokoelmien sekä testien tulosten analysointiin kehitettyjen tilastollisten ja 
graafisten välineiden (Campana 2001) kaltaisten menetelmien, kehittäminen olisi 
hyödyllistä myös ARS-merkityistä ja merkitsemättömistä otoliiteista tehtyjen 
tulkintojen laaduntarkkailussa. Blick ja Hagen (2002) ovat kehittäneet lämpötila-
merkittyjen otoliittien luokittelun arviointiin määrittäjien välisten tulkintojen 
yksimielisyyteen (κ-indeksi) sekä määrittäjän virhetulkintojen estimointiin latentin 
luokkamallin (latent class model) avulla perustuvia menetelmiä. Lämpötilamerkittyjen 
otoliittien tulkinta muistuttaa ongelmineen, kuten merkin laadun vaihteluineen ja 
valemerkkien esiintymisineen merkitsemättömien kalojen otoliiteissa (Volk ym. 
1999), fluoresoivilla väriaineilla merkittyjen otoliittien tulkintaa, joten Blickin ja 
Hagenin (2002) menetelmät ovat suoraan sovellettavissa myös ARS-merkittyjen 
kalojen otoliittien tulkintojen laaduntarkkailussa. 
Toiseksi merkittäväksi otoliittien tulkintaan vaikuttavaksi tekijäksi osoittautui kalojen 
kylvetysaika. Koska 6 tunnin kylvetysajalla merkittyjen kalojen otoliiteista tehtiin 
selvästi vähemmän oikeita tulkintoja kuin lyhyemmillä kylvetysajoilla merkityistä 
otoliiteista, on todennäköistä, että itse merkintä oli epäonnistunut. Tämä selittää sen, 
miksi taimenen ja järvilohen 6 tunnin kylvetysajalla merkityistä otoliiteista tehtiin 
poikkeuksellisen paljon virheellisiä tulkintoja, toisin kuin muilla kylvetysajoilla 
merkittyjen otoliittien kohdalla. Samasta syystä myös itse lajin vaikutusta otoliitin 
tulkintaan voidaan näiden lajien kohdalla pitää näennäisenä. Toisaalta kylvetysajan 
pidentyessä esimerkiksi ARS-merkittyjen nieriöiden kuolleisuuden on havaittu 
kasvavan (Makkonen ja Pursiainen 1997), joten on myös mahdollista, että 6 tunnin 
kylvetysaika on aiheuttanut kaloille stressiä, mikä puolestaan on hidastanut aineen-
vaihduntaa ja siten vähentänyt ARS-väriaineen kertymistä otoliitteihin. Myös kalojen 
merkintäiän on havaittu vaikuttavan otoliittiin syntyvän merkin laatuun. Vastakuoriu-
tuneina tai esikesäisinä merkityillä kaloilla on saatu parempia merkintätuloksia kuin 
kesänvanhoina merkityillä kaloilla (Secor ym. 1991, Rojas-Beltràn ym. 1995a, 1995b). 
Tässä tapauksessa sekä 3 tunnin että 6 tunnin kylvetysajoilla merkityt kalat olivat 
merkittäessä kolmen kk:n ikäisiä, mutta koska 3 tunnin kylvetysajalla merkittyjen 
kalojen otoliiteista tehtyjen oikeiden tulkintojen suhteellinen osuus ei oleellisesti 
poikennut kaksiviikkoisina 4 tunnin kylvetysajalla merkittyjen kalojen otoliiteista 
tehdyistä tulkinnoista, merkintäikä sinällään ei selitä 6 tunnin kylvetysajalla 
merkityistä otoliiteista tehtyjen virheellisten tulkintojen suurta osuutta. Näin ollen 
mahdollisuus määrittää 3:n ja 4 tunnin kylvetysajoilla merkityt otoliitit oikein 11-20 
kertaa todennäköisemmin kuin 6 tunnin kylvetysajoilla merkityt voidaan tulkita siten, 
että merkinnän epäonnistuminen vähentää todennäköisyyttä määrittää merkitty otoliitti 
oikein samaan suuruusluokkaan kuin merkitsemättömän otoliitin tulkinta merkityksi. 
Tämän vuoksi myös merkintöjen onnistumisen laaduntarkkailu on oleellista 
mahdollisten heikoista merkeistä aiheutuvien tulkintavirheiden arvioimiseksi (Fielder 
2002). 
Se, että mahdollisuus tulkita ARS-merkitty otoliitti oikein merkityksi oli 17-kertainen 
verrattuna mahdollisuuteen tulkita merkitsemätön otoliitti väärin merkityksi, voidaan 
puolestaan tulkita todennäköisyytenä erottaa merkitty otoliitti merkitsemättömästä. 
Määrittäjien kokemuksen lisääntyessä tämän todennäköisyyden voidaan olettaa 
kasvavan. Määrittäjät kykenivät erottamaan merkityt otoliitit merkitsemättömistä 
varmemmin sahatuista kuin kokonaisista otoliiteista. Kokonaiset otoliitit puolestaan 
tulkittiin suuremmalla todennäköisyydellä merkityiksi kuin sahatut, riippumatta siitä, 
olivatko ne alun pitäen merkittyjä vai merkitsemättömiä. Kuten edellä jo kävi ilmi, 
otoliitin sahaaminen ohutleikkeeksi paransi huomattavasti merkitsemättömien otoliit-
tien oikeaa tulkintaa, joten todennäköisin selitys tälle tulokselle on se, että kokonaisten 
otoliittien kohdalla autofluoresenssi vaikeutti määritystä.  
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Tämän tutkimuksen perusteella helpoimmin tulkittavia lajeja olivat nieriä, harmaa-
nieriä ja kuha. Myös kaksiviikkoisina merkittyjen taimenten otoliitit tulkittiin oikein, 
joten tätäkin lajia voidaan pitää helposti tulkittavana. Kuten edellä on käynyt ilmi, 
kuhan kohdalla tulkittavuuteen vaikutti merkintäikä, sillä kahden kk:n ikäisinä merkit-
tyjen kalojen otoliiteissa ARS-merkki sijaitsi voimakkaasti fluoresoivan nukleuksen 
ulkopuolella. Nieriän, harmaanieriän ja taimenen, sekä todennäköisesti myös järvi-
lohen, merkittyjen otoliittien tulkinta on suhteellisen helppoa, sillä näiden lajien oto-
liitti on jo alkioasteella suurikokoinen, joten otoliittiin muodostuu myös selvä merkki 
(Tsukamoto 1995). Sen sijaan kaksiviikkoisina merkittyjen siikojen otoliittien tulkinta 
oli muita lajeja vaikeampaa, mikä sahattujen otoliittien kohdalla johtui siitä, että ohut-
leikkeiden sahauslinja ei edellä kuvatulla tavalla ollut optimaalinen, jolloin ARS-
väriaineen määrä jäi osassa otoliitteja luotettavan määrittämisen kannalta liian 
vähäiseksi. Merkinnän onnistuessa kaikkien lajien otoliitit ovat kuitenkin melko 
vaivattomasti tulkittavissa. Käytännön määrityksen kannalta otoliittien tulkittavuuden 
erot lajien välillä aiheutuvat ennemminkin autofluoresenssin intensiteetin vaihtelusta 
sekä valemerkkien mahdollisesta esiintymisestä luonnonkalojen otoliiteissa kuin ARS-





Alitsariinipunainen S (ARS) -väriaine soveltuu hyvin vastakuoriutuneiden ja 
esikesäisten kalanpoikasten massamerkintään alhaisilla pitoisuuksilla (50-100 mg l-1) 
ja lyhyillä kylvetysajoilla (3-4 h). Merkinnän onnistuessa otoliitteihin muodostuva 
ARS-merkki on yleensä selväpiirteinen ja intensiteetiltään hyvin voimakas, jolloin 
merkitty otoliitti on helppo erottaa merkitsemättömästä fluoresenssimikroskopialla. 
Tällöin otoliitteja voidaan tarkastella alitsariinin eksitaatio- ja emissioaallonpituuksia 
lyhytaaltoisemmalla suotimella (GFP2, FITC), jonka etuna on se, että ARS-merkin 
väriä voidaan käyttää yksiselitteisenä tulkintakriteerinä merkin olemassaololle tai 
puuttumiselle. Sen sijaan valomikroskooppi ei ole luotettava ARS-merkin määrittä-
misessä, ja varsinkin siian otoliittien tulkinta sillä on hyvin epävarmaa. 
Otoliittien tulkinnassa ongelmana on yhtäältä merkinnän epäonnistuessa syntyvien 
heikkojen merkkien vaikea havaittavuus ja toisaalta autofluoresenssista ja otoliitin 
optisista ominaisuuksista johtuvat valemerkit. Heikkojen merkkien havaittavuutta 
voidaan parantaa käyttämällä alitsariinin eksitaatio- ja emissioaallonpituuksia 
vastaavaa suodinta (G, TRITC, Texas Red) tai riittävän voimakasta suurennusta. 
Valemerkeistä mahdollisesti aiheutuvien tulkintavirheiden suuruus puolestaan riippuu 
niiden esiintymistaajuudesta luonnonkalojen otoliiteissa, mutta tätä ei tiettävästi ole 
vielä tutkittu. Koska autofluoresenssin intensiteetti vaihtelee eri lajeilla ja siten myös 
todennäköisesti vaikuttaa valemerkkien esiintymiseen, olisi tärkeää selvittää, etenkin 
kuhan kohdalla, jolla autofluoresenssin havaittiin olevan voimakkainta, kuinka mer-
kittävän harhan valemerkit voivat aiheuttaa tulkintatilanteessa. 
Otoliittien sahaaminen ei tämän tutkimuksen tulosten mukaan oleellisesti parantanut 
ARS-merkin havaittavuutta otoliiteissa (sagitta), mikä johtui siitä, että aineiston 
otoliitit olivat peräisin nuorista kaloista ja siten pienikokoisia, jolloin ARS-merkki 
kuulsi otoliitin läpi myös suuressa osassa kokonaisia otoliitteja. Samasta syystä 
lapillus-otoliitin soveltuvuus ARS-merkin määrittämiseen olisi syytä selvittää. On 
kuitenkin oletettavaa, että vuotta vanhempien kalojen otoliittien tulkinta lajista 
riippuen helpottuu, jos otoliitit sahataan ohutleikkeiksi. Sen sijaan merkitsemättömien 
otoliittien kohdalla sahaamisella oli selvä autofluoresenssista aiheutuvia virhetulkin-
toja vähentävä vaikutus jo alle vuoden ikäisten kalojen otoliittien kohdalla. Näin ollen 
otoliittien käsittely sahaamalla tai hiomalla on todennäköisesti välttämätöntä, jotta 
merkityt ja merkitsemättömät kalat voitaisiin mahdollisimman luotettavasti erottaa 
toisistaan. 
Logistisessa regressioanalyysissä otoliittien tulkintaan merkittävimmin vaikuttaviksi 
tekijöiksi osoittautuivat määrittäjä ja kalojen merkinnässä käytetty kylvetysaika, mutta 
myös käytetty ARS-pitoisuus, otoliitin merkintä ja käsittely sekä laji vaikuttivat 
todennäköisyyteen tulkita otoliitti merkityksi. Merkinnän onnistuessa lajien välillä ei 
ole oleellisia eroja ARS-merkin tulkittavuudessa, mutta autofluoresenssin intensiteetin 
vaihtelu ja mahdollisten valemerkkien esiintyminen luonnonkalojen otoliiteissa 
saattavat aiheuttaa sen, että osalla lajeista otoliitit ovat muita vaikeammin tulkittavissa. 
Koska ARS-merkittyjen otoliittien tulkinta perustuu määrittäjien subjektiiviseen 
arvioon, tulkintojen laaduntarkkailu on oleellista myös ARS-merkintöjen kohdalla. 
Lämpötilamerkittyjen otoliittien luokittelun arviointiin on kehitetty tilastollisia 
menetelmiä, jotka ovat sovellettavissa suoraan ARS-merkityistä otoliiteista tehtyjen 
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Tutkimuksessa vertailtiin alitsariinipunainen S (ARS) -väriaineella merkittyjen sekä merkitsemättömien 
nieriän, harmaanieriän, järvilohen, taimenen, siian ja kuhan kokonaisten ja ohutleikkeiksi sahattujen otoliit-
tien tulkittavuutta fluoresenssimikroskopialla. ARS-merkki on yleensä selväpiirteinen ja intensiteetiltään 
voimakas, jolloin merkitty otoliitti on helppo erottaa merkitsemättömästä. Tällöin otoliitteja voidaan 
tarkastella alitsariinin eksitaatio- ja emissioaallonpituuksia (530-550 nm/ >580 nm) lyhytaaltoisemmalla (480 
nm/ 510 nm) suotimella, jolloin ARS-merkin otoliitin vihreänä näkyvästä autofluoresenssista poikkeavaa 
oranssia väriä voidaan käyttää yksiselitteisenä tulkintakriteerinä merkin olemassaololle tai puuttumiselle. 
Alle kaksivuotiailla kaloilla otoliittien sahaaminen ei parantanut oleellisesti ARS-merkin havaittavuutta 
verrattuna kokonaisiin otoliitteihin, mutta on todennäköistä, että tätä vanhempien kalojen otoliittien tulkinta 
helpottuu, jos otoliitit sahataan ohutleikkeiksi, sillä otoliitin kasvaessa ARS-merkin päälle kertyvä aines 
heikentää merkin havaittavuutta kokonaisessa otoliitissa. Sen sijaan merkitsemättömien otoliittien kohdalla 
sahaamisella oli selvä autofluoresenssista aiheutuvia virhetulkintoja vähentävä vaikutus jo alle vuoden 
ikäisillä kaloilla. Tulkintatesteissä määrittäjät tulkitsivat oikein keskimäärin 90 % sekä sahatuista että 
kokonaisista ARS-merkityistä otoliiteista. Kokonaisista merkitsemättömistä otoliiteista tulkittiin oikein vain 80 
%, mutta vastaavasti sahatuista 97 %. Määrityskokemuksen karttuessa tulkintojen tarkkuuden voidaan 
kuitenkin odottaa parantuvan. Lajien välillä ei havaittu oleellisia eroja ARS-merkin tulkittavuudessa, mutta 
autofluoresenssin intensiteetin vaihtelu ja mahdolliset valemerkit luonnonkalojen otoliiteissa saattavat 
aiheuttaa sen, että osalla lajeista, kuten kuhan kohdalla, otoliitit ovat muita vaikeammin tulkittavissa. Tämän 
vuoksi sekä merkintöjen että määritysten laaduntarkkailu on pienpoikasistutuksista saatavien tulosten 
luotettavuuden kannalta oleellista. 
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Analys, med hjälp av fluorescensmikroskopi, av otoliter från fisk, som märkts med  
alizarinrött S (ARS) . 
 















Undersökningen omfattar analys och klassificering, med hjälp av fluorescensmikroskopi, av obehandlade 
otoliter från röding, kanadaröding, insjölax, öring, sik och gös respektive otoliter från samma arter, som 
sågats i tunna skivor och antingen var märkta med alizarinrött S (ARS) eller omärkta. ARS-märkets form 
och intensitet är oftast distinkt, vilket gör det möjligt att indentifiera märket också med ett filter som ger 
kortare exitations- och emissionvåglängder (480 nm/ 510 nm) än optimalt för alizarin (530-550 nm/ >580 
nm). Därför kan den orange eller gula färgen från ARS märkningen, som skiljer sig från den gröna färgen 
från autofluorescens i otoliter, användas som ett objektivt kriterium för att skilja mellan märkta och omärkta 
otoliter. Sågning av otoliter förbättrade inte nämnvärt möjligheten att spåra ARS-märken jämfört med 
obehandlade otoliter av fisk yngre än 2 år. Enligt blindtester var 90 % av ARS-märkena korrekt 
indentifierade, vilket gällde både obehandlade och sågade otoliter. Det är ändå sannolikt att sågning av  
otoliter i tunna skivor kan vara till hjälpa  vid identifiering av ARS-märken i äldre fisk, eftersom den tjockare 
kalkstrukturen kan hindra ARS-märket från att synas i obehandlade otoliter. Det var däremot  lättare att 
skilja mellan märkta och omärkta otoliter, när otoliterna var sågade. Av omärkta otoliter visade det sig ,vid 
en kontroll, att 97 % av de sågade respektive 80 % av de obehandlade var rätt klassificerade. Orsaken till 
detta var tydligen det, att sågningen minskade den störande effekten av autofluorescen i otoliterna . Vid 
spårning av ARS-märken i otoliter där märkningen lyckats väl, observerades endast obetydliga skillnader 
mellan de olika fiskarterna. Beroende på fiskart, variation i autofluorescens intensitet och eventuella falska 
märken hos otoliter från vild fisk, kan det ändå uppstå problem vid identifiering av äkta ARS-märken hos 
otoliterna. För att kunna få pålitliga resultat från utsättningar av nykläckta fiskyngel är det därför nödvändigt 




alizarinrött, autofluorescens, fluorescensmikroskopi, fiskmärkning, identifiering av märken, otolit 
 
Seriens namn och nummer 


























Vilt- och fiskeriforskningsinstitutet 
Kundtjänst och försäljning 
Bocksbackaplanen 4 













Finnish Game and Fisheries Research Institute 
 
 






Title of Publication 
The interpretation of alizarin red S (ARS) labelled fish otoliths with fluorescence 
microscopy 
 




Finnish Game and Fisheries Research Institute 
 
 
Date of Research Contract 
 
 




The research compares the interpretability of entire otoliths with thin-sectioned otoliths of Arctic charr, lake 
trout, landlocked salmon, brown trout, whitefish and pikeperch labelled using different alizarin red S (ARS) 
concentrations and immersion times. The otoliths were examined using fluorescence microscopy, and 
unlabelled otoliths were used as controls. The form and intensity of an ARS mark is usually distinct, which 
enables reliable mark detection even with a filter that has lower excitation and emission wavelengths (480 
nm/ 510 nm) than are optimal for alizarin (530-550 nm/ >580 nm). As a consequence, the orange or yellow 
colour of the ARS mark, which differs from the green colour of autofluorescence in otoliths, can be used as 
unambiguous criteria for the presence or absence of an expected mark. For fish younger than 2 years of 
age, thin sectioning did not significantly improve the detectability of the ARS mark compared to entire 
otoliths. In blind tests, the presence of an ARS mark was correctly detected in 90% of the cases for both 
entire and thin-sectioned labelled otoliths. However, it is probable that sawing otoliths into thin slices will 
enhance the correct determination of ARS marks in older fish, since the thicker layers of calcium deposited 
around the ARS mark may reduce its visibility in entire otoliths. Moreover, when thin sectioned, unlabelled 
otoliths were easier to distinguish from labelled ones than when left entire. 97% of the unlabelled thin-
sectioned otoliths were correctly classified as unmarked, whereas the figure was only 80% for the entire 
ones. This was due to the reduced error-inducing effect of autofluorescence in sawed otoliths. In the 
detectability of ARS marks in successfully-labelled otoliths, only minor differences were observed between 
species. However, variation in the intensity of autofluorescence and the presence of possible false marks in 
the otoliths of wild fish may cause differing error rates in mark detection between species. Therefore, quality 
control for both otolith labelling and mark detection is necessary in evaluating larval stocking. 
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